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RESUMEN

En la mayoria de las peluquerias los residuos de cabello humano generados no
tienen utilidad alguna y son desechados a la basura. Este residuo organico es
una fuente rica de queratina, ya que, segun la bibliografia, el cabello contiene
entre 80 y 90% de ésta. La queratina es la proteina encargada de brindarle las
caracteristicas al cabello, tales como: elasticidad, brillantez y fortaleza. La
presente investigacion tuvo como objetivo determinar las condiciones de
hidrolisis para la obtencidn queratina a partir del residuo de cabello humano

generado en las peluquerias.

El método de obtencion mediante una hidrélisis mixta consta de dos etapas:
hidrélisis alcalina e hidrélisis enzimatica. Se trabajaron varios disefios
experimentales, tomando en cuenta variables como temperatura de hidrolisis,
concentracion de agente hidrolizante, velocidad de agitacion y tiempo de
hidrélisis, con el objetivo de optimizar el proceso. La cuantificacion de la proteina
obtenida en cada etapa de hidrodlisis se realiz6 por el método de Lowry.

Se trabajé con una muestra de 2 gramos de cabello, el cual fue previamente
lavado, secado y cortado en tamafio menor a 1 cm. Después de realizar el
desarrollo de las pruebas de hidrolisis alcalina con solucion de hidréxido de calcio
se determind que la temperatura optima fue de 95 °C, por un tiempo de 3 horas
a una velocidad de agitacion de 200 RPM y para la hidrolisis enzimatica, las
condiciones éptimas se dieron al afiadir proteasa al 5% v/v para 5 horas y a una
temperatura de 40 °C, estos pardmetros Optimos de hidrélisis mixta nos
permitieron obtener 12.11 mg/ml de concentracion de hidrolizado de queratina,

ademas de un rendimiento del proceso de 74%.

PALABRAS CLAVE: Cabello humano, hidrélisis alcalina, hidrélisis enzimatica,

hidrdlisis mixta, queratina, proteina.
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ABSTRACT

In most hairdressing salons, the human hair waste generated is of no use
whatsoever and is disposed of in the trash. This organic waste is a rich source of
keratin, since, according to the bibliography, hair contains between 80 and 90%
of it. Keratin is the protein responsible for giving hair characteristics such as
elasticity, shine and strength. The objective of this research was to determine the
hydrolysis conditions to obtain keratin from human hair residue generated in

hairdressing salons.

The method of obtaining keratin by means of a mixed hydrolysis consists of two
stages: alkaline hydrolysis and enzymatic hydrolysis. Several experimental
designs were worked out, taking into account variables such as hydrolysis
temperature, hydrolyzing agent concentration, agitation speed and hydrolysis
time, in order to optimize the process. The quantification of the protein obtained

in each hydrolysis stage was carried out by the Lowry method.

We worked with a sample of 2 grams of hair, which was previously washed, dried
and cut in size less than 1 cm. After carrying out the development of the alkaline
hydrolysis tests with calcium hydroxide solution, it was determined that the
optimum temperature was 95 °C, for a time of 3 hours at an agitation speed of
200 RPM and for the enzymatic hydrolysis, the optimum conditions were given
by adding protease at 5% v/v for 5 hours and at a temperature of 40 °C, these
optimum parameters of mixed hydrolysis allowed us to obtain 12.11 mg/ml

concentration of keratin hydrolysate, in addition to a process yield of 74%.

KEY WORDS: Human hair, alkaline hydrolysis, enzymatic hydrolysis, mixed

hydrolysis, keratin, protein.
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INTRODUCCION

La tasa de crecimiento poblacional aumenta exponencialmente, complicando
mas la contaminacion por generacion de residuos solidos, parte importante de
estos residuos son los organicos, dentro de estos se encuentra el cabello, el cual
presenta degradacion lenta a condiciones ambientales normales, es insoluble en

agua y tiene caracteristicas mecénicas muy interesantes.

El residuo de cabello es generado a diario en las ciudades, la mayoria de estos
terminan dispuestos en rellenos sanitarios y en ocasiones son calcinados, por lo
gue resulta atractivo aprovecharlos. El cabello humano es una fuente rica en
queratina, componente que representa mas del 80% de su masa; la finalidad del
presente trabajo es establecer las condiciones de tratamiento para la obtencion
de queratina. El método mas usado en obtener queratina es la hidrolisis, proceso
gue consiste en romper los enlaces disulfuro que unen a los monémeros de

queratina de otras proteinas.

El presente trabajo establecid las condiciones Optimas de la hidrolisis mixta de
los residuos de cabello humano, obteniéndose queratina de alta concentracion,
capaz de competir en el mercado de la cosmética. Para su desarrollo se cont6
con el apoyo econdémico del programa Innovate Pert del Ministerio de la
Produccién en convenio con la empresa Lacovat EIRLTDA — Universidad

Nacional del Callao.
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l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

11 Descripcion de larealidad problematica

El crecimiento de la poblacion mundial incrementa las consecuencias generadas
por las actividades humanas sobre el medio ambiente; las grandes ciudades
evidencian mayores impactos debido a los residuos organicos e inorganicos que
se generan por el desarrollo de las actividades agricolas, urbanas, industriales y
otras. (Avila et al., 2011).

En el Perq, esta situacion se manifiesta en mayor medida en la provincia de Lima
Metropolitana, ya que desde el 2012 al 2016, se presentd un aumento del 24%
en la generacion de residuos solidos, segun lo informado por el SINIA (2016). Si
bien una fraccién de los desperdicios de esta ciudad se disponen en rellenos
sanitarios formales y adecuados, la mayor cantidad no cuentan con una
adecuada gestion municipal para el manejo y disposicion final. (Bustamante,
2014).

Entre los residuos més frecuentes, tenemos la generacion de restos de cabello,
material que posee lenta degradacion natural y este proceso demora miles de
afos, esta caracteristica genera contaminacion en suelos y aguas, por otra parte,
en los centros urbanos, las peluquerias o salones de belleza generan grandes
volumenes de cabello en sus actividades y la mayoria de estos establecimientos
no cuenta con una adecuada segregacion, del mismo modo, se carece de buena

disposicion de los residuos que generan. (Gupta, 2014).

Esta problematica se viene trabajando en otros paises, un ejemplo es el trabajo
de Jacome (2013), quien comenta que, si bien el cabello humano no es
considerado un residuo peligroso, este material podria ser aprovechado para
obtener productos de valor agregado. Paises asiaticos también investigaron
sobre el aprovechamiento de estos residuos, siendo pioneros en tecnologia para

su aprovechamiento.

A nivel mundial la industria agropecuaria, procesa fibras de alto contenido

proteico como lanas y plumas, aprovechando las proteinas que estas contienen,
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aplicando tecnologias desarrolladas hace varias décadas. Sin embargo, se
cuenta con poco desarrollo industrial para recuperar las proteinas del cabello
humano. Si bien existen experiencias de hidrolisis acida y alcalina del cabello, la
hidrélisis enzimatica del cabello esta poco estudiada.

En el Perd, no se cuenta con trabajos enfocados a aprovechar residuos de
cabello para generar nuevos productos. En ese contexto, el presente trabajo
desarroll6 una metodologia para obtener hidrolizado de queratina desde los
residuos de cabello humano.

1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general

¢, Cuales son las condiciones de hidrélisis para obtener queratina a partir del

residuo de cabello humano generado en las peluquerias?
1.2.2 Problema especifico

¢ Cudles son las caracteristicas del cabello humano generado en las peluguerias
para el proceso de hidrolisis?

¢, Cuales son las mejores condiciones de hidrdlisis alcalina para la obtencién de

gueratina a partir de residuo de cabello humano generado en las peluquerias?

¢,Cuales son las condiciones de hidrolisis enzimatica que incrementan la
concentracion de proteinas de los hidrolizados alcalinos, para obtener queratina
a partir del residuo de cabello humano generado en peluquerias?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Determinar las condiciones de hidrdlisis para la obtencion queratina a partir del

residuo de cabello humano generado en las peluquerias.
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1.3.2 Objetivos especificos

Determinar las caracteristicas del residuo de cabello humano generado en las

peluquerias para el proceso de hidrdlisis.

Determinar las mejores condiciones de hidrdlisis alcalina para la obtencion

queratina a partir del residuo de cabello humano generado en las peluquerias.

Determinar las condiciones de hidrolisis enzimatica que incrementen la
concentracion de proteinas de los hidrolizados alcalinos, para la obtencion de

queratina a partir del residuo de cabello humano generado en las peluquerias.
1.4 Limitantes de la investigacion
1.4.1 Limitante tedrica

Se cuenta con pocas referencias e investigaciones para obtener hidrolizados,
desde fuentes queratinosas similares al cabello. Por otro lado, existe escaso
conocimiento sobre el proceso enzimatico para descomponer la queratina, este
aspecto impide desarrollar nuevos productos a la industria cosmética, segun lo
reportado por Navone & Speight (2020).

1.4.2 Limitante temporal

El proceso de obtencién de queratina a partir de residuos de cabello humano no
presenta limitante temporal, ya que para la adquisicion de la materia prima
(residuos de cabello humano) cualquier temporada del afio es adecuada para su

recoleccion de las peluquerias.
1.4.3 Limitante espacial

Las muestras de residuos de cabello para el presente trabajo se acopiaron de la
peluqueria Aramis Kids, ubicada en el distrito de San Miguel, Lima. Se sabe que,
existen pocas peluguerias exclusivamente para nifios en el Perq, esto representa

una limitante para la recoleccion de la materia prima.
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Il. MARCO TEORICO

21 Antecedentes
2.1.1 Antecedentes internacionales

Gupta (2014) en su articulo de investigacién traz6 como objetivo el estudio de la
versatilidad del cabello humano, con un gran potencial en varias areas criticas
tales como agricultura, aplicaciones médicas, materiales de construccion, control
de la contaminacién, entre estas alternativas se destaca el proceso de hidrdlisis.
La metodologia usada fue la recoleccion de literatura disponible a través de
estudios de campo intensivos que involucraron a varios grupos destinatarios:
peluqueros, recicladores, ONG, publico en general e investigadores cientificos.
Este estudio ha demostrado que el cabello humano tiene un gran nimero de
usos en areas que van desde la agricultura hasta la medicina e industrias de
ingenieria. Ademas, muchas areas nuevas estan siendo exploradas a través de
la investigacion cientifica. Con la ayuda de varias partes interesadas, es posible
el desarrollo de sistemas completos de utilizacion del cabello humano, que
reduciria la generacién de residuos sélidos y los problemas ambientales,
generaria importantes beneficios socioeconémicos para las personas y ayudaria

a reducir la presion sobre otros materiales no renovables y combustibles fésiles.

Salazar (2013) en su trabajo de investigacion se planted como objetivo principal
determinar el método adecuado de produccion de queratina hidrosoluble, usando
como materia prima las barbillas de las plumas de pollo y las condiciones
necesarias para que el producto tenga caracteristicas similares a las de una
gueratina cosmética comercial. Se aplicaron tres métodos diferentes de hidrdlisis
en la obtencion de la queratina: método del sulfuro de sodio, método del etoxido
de sodio y método del borohidruro de sodio, en dichos métodos se hidrolizaron
barbillas de plumas con sulfuro de hidrogeno, etéxido de sodio y borohidruro de
sodio, como agentes reductores. La queratina cosmética se obtuvo hidrolizando
5 gramos de las barbillas de las plumas con una solucion acuosa de cada gente
reductor, con una agitacion constante de 24 horas, que fue filtrado al final para

obtener la solucion de queratina. Por las ventajas encontradas se concluyd que
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el primer método era el mas adecuado. Con los resultados puede establecerse
que la queratina obtenida por el método del sulfuro de sodio tiene la apariencia
(amarillo opaco) y el contenido de sélidos (75%) similares a los valores de la

queratina de referencia (cosmética comercial).

Por su parte, Benitez et al. (2008), presenta como materia de estudio la
tendencia actual en las técnicas empleadas para la obtencién de hidrolizados
mediante enzimas y sus aplicaciones. Esto se realizé a través de la recoleccion
de informacion sobre el proceso de hidrolisis de varias fuentes, tales como
articulos cientificos y libros sobre bioguimica. Como conclusién se afirma que la
hidrolisis enzimatica de proteinas, por accién de enzimas proteoliticas, y por
tanto, el uso de los hidrolizados dependera principalmente de la fuente proteica,
del tipo de proteasa usada, de las condiciones de hidrdlisis y del grado de
hidrolisis alcanzado en la reaccidon. Los hidrolizados son muy utilizados en la
tecnologia alimentaria por sus propiedades nutricionales y funcionales

(solubilidad, poder emulsificante, capacidad espumante).

Se tiene también a Suarez (2017), el objetivo de su trabajo fue la obtencion de
un hidrolizado de queratina a través de la hidrdlisis alcalina (sulfuro de sodio y
peréxido de hidrégeno) de residuos de cabello humano, procedentes de salones
de belleza y el uso del mismo en la formulacién de un acondicionador. Se inicid
con el pretratamiento de la materia prima mediante lavado, secado y reduccién
de tamafio a 1 cm. Luego se realizé el proceso de hidrélisis a una temperatura
constante de 40 °C durante cuatro horas, utilizando sulfuro de sodio. Se evalud
la concentracion de proteina del hidrolizado en funcién de las variables,
concentracion de sulfuro de sodio: 0,1M, 0,3 My 0,5 M y volumen de peréxido
de hidrégeno al 30%: 1,2,5y 4 mL. Se determinaron las condiciones 6ptimas del
proceso, las cuales fueron: 0,45 M de sulfuro de sodio y 3,08 mL de per6xido de
hidrogeno. El hidrolizado de queratina obtenido tuvo una concentracion de
proteina de 7,53 mg/mL. La caracterizacion fisica y microbioldgica del hidrolizado
de queratina determiné que cumplié con las especificaciones técnicas de una
gueratina comercial, y se us6é como aditivo cosmético en la formulacion de un

acondicionador.
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Por otro lado, Villa et al. (2013), en su articulo de investigacion plantearon como
objetivo la obtencion de queratina a partir de la hidrolisis enzimatica de plumas y
probo su efecto en la fibra capilar de cabello humano. La queratina se obtuvo por
hidrélisis enzimética de queratinasas usando Bacillus subtilis. Los
microorganismos se cultivaron en un medio de plumas a un pH de 8,
acondicionado con extracto de levadura, durante 5 dias a 28 °C con agitacion.
Después de cinco dias las plumas habian sido degradadas (90-95%) por las
peptidasas y queratinasas del microorganismo. El sobrenadante que contenia
los hidrolizados fue recolectado por centrifugacion y ultrafiltracion. Con las
técnicas analiticas de espectrometria de masas y HPTLC, se identificaron y
cuantificaron los componentes del hidrolizado de queratina obtenido, el cual fue
comparado con la composicién de una queratina comercial. Finalmente se
formulé un champu y acondicionador con el hidrolizado enzimatico obtenido y
fue aplicado a las fibras capilares para evaluar su efecto en ellas. El hidrolizado
enzimatico tuvo una concentracion de proteinas de 3,5 mg/ml, después de la
filtracion el contenido de proteina fue de 1,5 mg/ml, correspondiente a un
porcentaje de 42,8% relativo a la proteina total. Los resultados demuestran,
ademas, que el método enzimatico usado produce péptidos de queratina de bajo
peso molecular (<1,000 Daltons), lo que determind su efectividad en la
proteccion y cuidado eficientes para las fibras capilares, siendo ademas un

método atractivo y ecoldgico con un gran potencial en la industria cosmética.

Del mismo modo, en el trabajo de tesis realizado por Pardo & Rogel (2015)
plantearon como objetivo principal aprovechar la proteina presente en la harina
de plumas de pollos, mediante la hidrolisis enzimatica utilizando el Bacillus
subtilis para la obtencion de queratina, con el fin de elaborar una crema alisante
de cabello que supere las cualidades de una crema alisante comercial. Se realizé
un disefio experimental en el cual se vari6 la concentracion de Bacillus subtilis
(2,3y4g/L)yladel sustrato (8, 12 y 16%). Este proceso de hidrdlisis se realizo
en un fermentador aerobio tipo batch a temperatura de 25 °C, se ajusto el pH a
7,5. En la elaboracion de la crema alisante se varié la concentracion del
hidrolizado (47, 60 y 73%). Mediante espectrofotometria UV-Visible se determind
el contenido de nitrogeno, lograndose obtener un 3,28% queratina en el
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hidrolizado, el cual al ser desodorizado se concentrd hasta un 10%, el cual
presenta una concentracion recomendable para el proceso de elaboracion de la
crema alisante, la cual supera a la crema alisante comercial en un 20% en
aumento del efecto alisante (reduccién del efecto friz) y tiempo de duracion de

dicho efecto.

Adicional a eso, los trabajos de Krejci et al. (2011) y Mokrejs et al. (2011),
proponen como objetivo usar métodos combinados de hidrolisis alcalina y
enzimatica para descomponer lana de oveja. La queratina hidrolizada fue
obtenida a través de dos etapas: primero hidrolizaron la lana de oveja con una
solucion de hidroxido de calcio, posteriormente ajustaron el pH. Para la segunda
etapa de hidrdlisis afiadieron una enzima proteolitica y dejaron actuar durante 24
horas. Finalmente aplicaron filtracion y centrifugacion con el fin de separar la
queratina hidrolizada de los residuos sélidos. Los mejores resultados de
rendimiento del proceso se dieron en la corrida que tuvo una concentracion de
hidréxido de calcio del 0,6%, temperatura del primer paso de 80 °C y temperatura
en el segundo paso de 60 °C; donde se obtuvo una degradacion de la lana de
oveja del 60%. También se realizaron analisis de electroforesis para conocer los
pesos moleculares de la queratina hidrolizada, concluyendo asi que esta

gueratina puede utilizarse en la industria.

Por su parte, Lazaro (2018), en su investigacion trazé como objetivo evaluar la
capacidad de degradacion de residuos agricolas de bacterias celuloliticas y
xilanoliticas termotolerantes del Callején de Huaylas, como potencial de usar una
tecnologia limpia. Para el proceso de hidrolisis enzimatica se usaron las
bacterias: Bacillus subtilis DCH4 y Conhella laeviribosi EHB4. Se encontr6é que
ambas bacterias degradan los residuos agricolas, los extractos enzimaticos de
B. subtilis DCH4 cultivado por 16 horas y C. laeviribosi EHB4 cultivado por 72
horas fueron seleccionados por presentar las mayores actividades
endoglucanasa y xilanasa. Reporta el uso de ambas bacterias para desintegrar
productos agricolas, liberando hasta 44% de azucares reductores en 72 horas.
Finalmente, los resultados demuestran Bacillus subtilis DCH4 y Conhella

laeviribosi EHB4 tienen capacidad de degradar los residuos agricolas tanto en
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cultivo o cuando se usan solo sus enzimas.
2.1.2 Antecedentes nacionales

El trabajo de Vega (2014), propone como objetivo aprovechar el residuo
queratinoso procedente del pelambre enzimatico mediante hidrdlisis alcalina con
hidréxido de calcio. La metodologia usada constoé de la preparacién del pelambre
enzimatico, del cual se obtuvo el residuo queratinoso, que luego fue hidrolizado
con hidréxido de sodio a tres concentraciones distintas (0.20 - 0.35 y 0.50 g
Ca(OH)2/g residuo queratinoso) y tres temperaturas (50 — 70 — 90 °C). Se
determiné la concentracion de nitrogeno total obtenida con el método Kjedahl.
Se reportd haber obtenido mayor conversion a nitrégeno (50%) cuando se usoé
con hidroxido de calcio a mayor concentracién y temperatura a los residuos
queratinosos, concluyendo que es posible obtener péptidos y aminoacidos en
estado liquido, mediante este tipo de hidrdlisis. El liquido hidrolizado a 90°C
presentd 17815.81 mg/L de proteina total. A partir del producto liquido
hidrolizado se evaluo el efecto en el crecimiento de plantulas de maiz debido a
su importante aporte de aminoacidos libres, obteniendo un mejor efecto a una
concentracion de 12% comparando con las otras concentraciones del liquido
hidrolizado

En la investigacion de Gonzales (2016) se plante6 como objetivo determinar si
la concentracion de hidroxido de sodio y temperatura influian en la extraccion de
alfa queratina a partir del residuo de pelo de la empresa INVERSIONES
HAROLD S.A.C. Se manejaron cuatro concentraciones de hidréxido de sodio
que estuvieron entre 0.1 Ny 0.4 N, y se trabaj6é también cuatro temperaturas sus
rangos variaron entre 60 y 90 °C. Se mantuvo fijo el tiempo de reaccion, el cual
fue de tres horas y media, se tuvo como muestra a 5 gramos de residuo de pelo.
Concluyeron que a 0.1 N de hidréxido de sodio y a una temperatura de 70 °C se
obtuvo una mayor extraccion de alfa queratina la cual fue de 54.33 %

aproximadamente.

Las tesis de Coba & Rodriguez (2018) y Chuquimango (2019) plantearon como
objetivo principal la determinacion del efecto de la concentracion del hidréxido
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de calcio en la obtencion de queratina de pelo vacuno de la curtiembre Ecologica
del Norte E.I.R.L. Se manejaron tres concentraciones de hidroxido de calcio: 0.1,
0.2 y 0.3 N; y un peso de pelo de ganado vacuno establecido 0.5 gramos, el
disefio experimental fue unifactorial con 3 repeticiones, sumando un total de 9
experimentos. Se mantuvo constante el tiempo durante 6 horas, una temperatura
de 70 °C y una velocidad constante de 400 RPM; determinaron que la mejor
concentracion de hidroxido de calcio es a 0.3 N con un peso de 0.5 gramos de
residuo de pelo vacuno a una temperatura de 70 °C, 6 horas de reaccion y una
velocidad de agitacion de 400 RPM. De esta manera consigue un porcentaje de

obtencion de queratina de 28.33% y 27.33% respectivamente.

El trabajo de investigacion de Benites (2020), se traz6 determinar la influencia
del hidréxido de calcio en la obtencién de queratina de pelo del ganado vacuno
extraido de la curtiembre, mientras que la metodologia ha sido de tipo basica,
con un disefio experimental, en el que se han considerado 9 muestras
experimentales. Se usaron los siguientes pesos del pelo vacuno: 0.50,1.00y 1.50
gramos, en concentraciones de 0.10, 0.20 y 0.30 N, de hidroxido de calcio,
contando con una temperatura de 70°C. Finalmente, concluyé que la éptima
concentracion de hidroxido de calcio es de 0.3 N trabajando con 0.5 gramos de
pelo vacuno de la Curtiembre Chimu Hnos Murgia SAC, manteniendo constantes
una temperatura de 70 °C, una velocidad de agitacién de 400 RPMy 6 horas de
hidrélisis, siendo el maximo porcentaje obtenido de queratina hidrolizada un
25.67%.

2.2 Bases tedricas
2.2.1 Queratina

Es una proteina fibrosa rica en azufre, la cual es producida por queratinizacion,
proceso donde muchas células dermales (epiteliales) mueren y se acumulan en
capas. De este modo, el término queratina se refiere a las proteinas que forman
filamentos intermedios que son producidas en cualquier epitelio vertebrado.
(Bragulla & Homberger, 2009).
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La principal caracteristica de las queratinas es su alto valor de tenacidad cuando
se les compara con otros biomateriales. (Cruz et al., 2017). Por ejemplo, la
resistencia a la traccion que tiene la lana, ronda entre los 200 — 600 MPa,
produciendo resistencias de traccion especificas que estan en el rango de 150 -
200 MPa/Mgm3, valores comparables con el acero inoxidable (250 MPa
MPa/Mgm-3). (Yu et al., 2017).

Segun el trabajo de Sierra et al. (2019), las queratinas tienen pesos moleculares
con valores entre los 35 kDa y 50 kDa, resultados que confirman lo indicado por
Chavez y Tenorio (2018), quienes mostraron valores entre 40 kDa y 70 kDa para
el peso molecular de las queratinas, autores citados por Sierra et al. (2019).
Diversas investigaciones asumen que cuando las moléculas de queratina se
rompen, los pesos moleculares disminuyen significativamente por los

hidrolizados formados.

A) Tipos de queratina. Dependiendo de la estructura molecular pueden ser
a- 0 B- queratina. La a-queratina es encontrada generalmente en la piel, pelo y
ufias de mamiferos. Las mayores diferencias entre estos dos tipos de queratina
son los filamentos intermedios que forman. (Meyers et al., 2008). La 3-queratina
forma microfibrillas en forma de hoja plegada y su diametro es menor que de la
a-queratina, mientras que las microfibrillas de esta dltima consisten en

plegamientos de hélices. (Meyers et al., 2008).

La B-queratina forma parte de aves y reptiles, especificamente en sus escamas,
plumas y picos. Por otro lado, las a-queratinas pueden dividirse en dos tipos: a-
gueratinas suave y dura. Las primeras se caracterizan por ser fibrosas y son
parte de la epidermis, asi como de otros tejidos epiteliales. (Marshall et al., 1991)
Las segundas son derivadas de células epiteliales, en este tipo de queratinas, la
dureza y la durabilidad son muy caracteristicas, por ello se constituyen en el

cabello, uias, plumas y cuernos (Coulombe & Omary, 2002).

Se puede diferenciar dos tipos de fibras de queratina, las de tipo | son las que
generan aminoacidos acidos (queratinas acidas), mientras las de tipo Il producen

aminodacidos basicos (queratinas basicas o neutras), estos tipos de queratinas
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fueron encontradas en los filamentos intermedios, segun indican en sus trabajos
Yang et al. (2014) y Rogers et al. (2006).

B) Queratina del cabello humano. La queratina esta formada por
agrupacion de a-aminoacidos mediante largas cadenas de enlaces peptidicos
unidos lateralmente por enlaces covalentes de las cistinas, son estas uniones las
que proporcionan la dureza caracteristica de la queratina. También existen
interacciones salinas idnicas debido a las cargas polares presentes en sus
cadenas laterales, como se aprecia en la figura 1. Por otro lado, existen uniones
por enlaces puente de hidrégeno de los grupos peptidicos situados

estratégicamente.

El cabello humano esta compuesto por a-queratinas duras. Diversos autores
identifican tres caracteristicas de las a-queratinas en el cabello: sus microfibrillas
son alineadas y estan rodeadas por una matriz no filamentosa de asociacion de
proteinas, los filamentos intermedios.

Figura 1

Interacciones intermoleculares e intramoleculares de queratinas
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Fuente: Fernandez-D’arlas et al. (2016).
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Las uniones disulfuro otorga a este tipo de queratinas duras la caracteristica de
ser solubles solo por solventes convencionales en condiciones de pH extremo,
asi como cuando son atacados por agentes oxidantes y reductores. (Gillespie,
1990).

Las queratinas duras estan conformadas en su parte central por cuatro series de
subdominios de aminoacidos a-helicoidales (dominios de barra), denominadas
regiones 1A, 1B, 2A 'y 2B, por otra parte, estas regiones presentan tres regiones
enlazadoras, pero no son helicoidales, los cuales son llamados L1, L1/2 y L2.
(Rogers et al., 2006). ElI dominio principal de la molécula de queratina es el
extremo terminal amino (cabeza). Esta parte consta de un subdominio final (E1),
un subdominio variable (V1) en medio y el subdominio homologo (H1). El tercer
dominio denominado terminal carboxilo (cola), consta de tres subdominios (H2,

V2. E2) son similares al del dominio principal (ver, figura 2a).

Figura 2

Estructura de la queratina

a Molécula de queratina con dominios y subdominios

Terminal amino barra Terminal carboxilo
I 1r T 1

— 1A 1B 2A 2B Cola

H H

E1 V1 H1 ? L1 L12 L2 ? THZ V2 E2
him st htm

b Heterodimero: Alineamiento paralelo de queratinas de tipo | y tipo Il

e [ [
e HH{ [l

Fuente: Adaptado de Bragulla & Homberger (2009).

Ademas de ello, Bragulla & Homberger (2009), después de realizar un analisis
por difraccion de rayos X a queratinas duras, identificaron zonas adicionales que
permiten explicar la formacion de filamentos. La parte mas proxima del

subdominio 1A al extremo de la barra junto al terminal amino, la denominan
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motivo de iniciacién de la hélice (him, por sus siglas en inglés) y la parte del
subdominio 2B mas pegada al dominio de terminal carboxilo, la denominaron
motivo de finalizacion de la hélice (htm, por sus siglas en inglés). También
identificaron que el subdominio 2B tiende a entrecortarse en el punto (st), segun

se aprecia en la figura 2a.

Cuando una molécula de queratina acida (tipo 1) y una basica (tipo 1) se alinean
paralelamente, forman un heterodimero, segin se muestra en la figura 2b. Dos
heterodimeros se pueden asociar para formar tetrameros, pudiendo tener
alineacion antiparalela y escalonada (All, A22, A12) o alineacion de extremos

(ACN). Estas asociaciones se presentan en la figura 3.

Figura 3

Asociaciones de heterodimeros en las queratinas

Tetrameros de moléculas de queratinas segln las
diferentes alineaciones antiparalelas de heterodimeros

At

A2

Fuente: Adaptado de Bragulla & Homberger (2009).
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En base a esta teoria de agrupacion de moléculas de queratina mencionadas
lineas arriba, actualmente se tiene clara la idea de formacién de los cabellos a

partir de las agrupaciones de queratina.

En la figura 4, se muestra la estructura de la queratina que constituye el cabello,
en la forma que se comprende actualmente. En la parte A, las queratinas acidas
y basicas conforman varillas cuando se enrollan entre si. Las zonas enlazadoras
interrumpen el enrollado de moléculas, mientras que los segmentos de cabeza y
cola al quedar libres tienen la posibilidad de generar ensamblajes con filamentos
intermedios estables. La seccion B muestra la formacion de tetrameros, cuando
grupos de dimeros antiparalelos se apilan longitudinalmente. La parte C detalla
las posibilidades que tienen los filamentos intermedios para interactuar con las
varillas de tetrdmeros. (Kadir et al., 2017).

Figura 4

Estructura de la queratina del cabello
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C) Composicion de la a-queratinas. La queratina del cabello, como otros
tipos de queratinas, estan conformadas por una gran cantidad de aminoacidos.
Las diferencias de esa composicion de amino4cidos otorgan las caracteristicas

particulares a la queratina de diferentes materiales.
Tabla 1

Composicion de aminoacidos y proteinas queratinas

Plumas Garras
Cuernos Cabello
Componente de rinoceronte humano de puerco de gato
espin domestico
Lisina 4.2 2.7 3.0 2.0
Histidina 1.0 0.9 0.8 1.0
Arginina 7.4 5.8 6.8 6.7
Acido aspartico 8.5 4.9 7.6 5.3
Treonina 5.0 6.8 5.0 54
Serina 8.5 11.7 8.6 9.2
Acido glutamico 16.2 11.4 12.7 8.8
Prolina 4.8 8.4 7.3 7.2
Glicina 7.1 6.4 9.6 15.1
Alanina 7.5 4.6 6.6 3.8
Cistina 4.6 17.8 7.6 15.4
Valina 5.6 5.8 5.3 3.7
Metionina 0.7 0.6 0.3 0.7
Isoleucina 4.0 2.7 2.9 2.0
Leucina 9.3 5.8 8.3 5.3
Tirosina 2.9 2.0 4.7 6.4
Fenilalanina 2.8 1.6 2.9 2.1
Proteina de alto azufre 6 39 14 29
Total, IFAP (g/100g) 7 40 29 53

Fuente: Adaptado de Gillespie (1990).
En la tabla 1, se muestra la comparacién de la composicion de queratinas de
varios materiales.

2.2.2 El cabello humano

El ser humano por ser parte de la especie de mamiferos presenta cabello. Segun
indica Buffoli et al. (2014), la principal funcion del cabello es la proteccion del
cuero cabelludo, piel y ojos; por esta razén, los mamiferos presentan casi todas

las superficies corporales cubiertas de cabello. El cabello permite regular la
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temperatura corporal, de manera que, cuando el ambiente es frio, el cabello se
contrae atrapando el aire caliente entre sus cavidades; cuando hace calor, el
cabello se estira por el relajamiento muscular, de esta manera la piel se refrigera.
(Brunswick, 2012).

El cabello es una estructura ubicada en el foliculo piloso, el cual es parte de la
epidermis, debido a esto, muchos autores consideran al cabello como una
continuacion de la piel, solo con el detalle de ser una estructura mas rigida. En
cuanto a sus dimensiones, los didmetros de las fibras de cabello varian entre 40
y 50 ym. (Gupta, 2014)

A) Estructura del cabello. Dos partes de gran importancia son
reconocidas en el cabello, el foliculo y el tallo. La raiz est4 ubicada en el foliculo
piloso, mientras que el tallo se proyecta o se desarrolla hacia arriba, por encima

de la superficie de la epidermis. (Randall & Botchkareva, 2009).

A.1. El foliculo. Es una estructura en forma de gota, ubicada en la piel.
Desde el punto de vista anatomico, el foliculo puede ser dividido en tres
compartimientos: el infundibulo, el istmo y el segmento inferior. Segun lo indicado
por Randall & Botchkareva (2009), la parte superior es permanente, es decir es
una zona fija, mientras que la parte baja es la que se regenera con cada ciclo del
foliculo. La parte inferior del foliculo esta conformada por la bulba del cabello,
regibn que se caracteriza por la abundante proliferacion de queratinocitos y
melanocitos productores de pigmento.

Al final del foliculo estda ubicada la membrana basal (BM), esta membrana
promueve el desarrollo de células epiteliales que pasaran a la region
denominada fibra capilar de la corteza (FCo), capa Huxley y capa Henle. (Jones,
2001). Al fondo del foliculo también esta ubicada la papila dérmica (DP),
conocida como zona capilar, que esta compuesta de redes de vasos sanguineos,
los que suministran nutrientes para el crecimiento del cabello. Segun se muestra
en la figura 5, las zonas mas oscuras son las regiones ocupadas por granulos de
pigmentos (PG), las cuales son acumulaciones de porciones de melanina que
los melanocitos generan en su movimiento, que después transfieren a las células

epiteliales de la regién FCo. (Jones, 2001).
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A la papila la rodea una glandula sebacea, estructura en forma de bombilla, esta
glandula lubrica el cabello con segregacion de aceite, ademas, a esta seccion se
la relaciona con el musculo erector que hace que el cabello se mantenga en
posicion vertical. Segun el trabajo de Brunswick (2012), existen células nerviosas
ubicadas alrededor del foliculo, de manera que estimulan al masculo erector
(contraccion o relajacion) segun las condiciones ambientales de donde se

encuentren.

Figura 5

Seccion longitudinal del foliculo de un cabello

Fuente: Jones (2001).

En cuanto a las caracteristicas del foliculo, la principal es su comportamiento
ciclico, segun informa en su trabajo Johnstone & Albert (2002). De esta forma,

los autores indican que el foliculo es la parte del cabello, que se mantiene activo
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durante la vida del individuo (mamifero) mediante los ciclos de proliferacion
(anagena), ciclo de regresion (catagena) y ciclo de quiescencia (telégena). Por
ejemplo, el foliculo de un ciclo anageno maduro se ve como una serie de vainas
concéntricas en forma de varillas, siendo la vaina mas externa, la vaina de la raiz
externa de varias capas, denominada ORS por sus siglas en inglés. (Rogers et
al., 2006). También en el foliculo se forma la vaina de raiz interna de la cuticula

denominada IRSC.

A.2.  El tallo. La formacion del tallo inicia en la bulba del cabello, en esta
region la gran cantidad de queratinocitos y melanocitos rodean a la papila
dérmica, y es gracias a que los queratinocitos tienen un movimiento ascendente,
que estos se diferencian y van cambiando sus caracteristicas fisicas al llegar al
tallo del cabello. Durante este movimiento ascendente, los melanocitos
transfieren su pigmento hacia los queratinocitos, esta coloracion originada por la
presencia de melanina en los melanocitos después quedard junto a la queratina,

conformando y dando el color a la matriz y corteza del cabello.

Existe una zona pre queratégena donde las células del tallo del cabello producen
queratinas especificas. (Randall & Botchkareva, 2009). En esta region se
producen las diferencias entre las células de la matriz y las fibras corticales del
tallo del cabello, las cuales se mueven hacia arriba. Esta region pre queratégena
comprime y moldea en su forma final al tallo del cabello mediante la accién de la
vaina de la raiz interna (IRS). De este modo la IRS determina el grosor y
curvatura del cabello, pues las regiones internas que conforman el tallo se
subdividen aqui: la cuticula es adyacente a la cuticula de la IRS, la que a su vez

es adyacente a la corteza, en el centro de esta fibra esta la médula.

La corteza esta formada principalmente por fibra de queratina, por esta razon la
proteina esta en mayor cantidad en el tallo del cabello, brindandole fortaleza y
flexibilidad. Se puede clasificar al tallo en tres capas: la médula, la corteza y la

cuticula.

A.2.1 Meédula. Es la parte central del tallo del cabello, se sabe que esta zona

nutre y mantiene la humedad; algunos estudios informan que cabellos finos
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pueden no presentar médula, lo que significa que su presencia no es significativa
y Su ausencia no alteraria las propiedades del cabello. Esta parte del tallo se
caracteriza por su concentracion rica en acido glutamico y citrulina, este ultimo

insoluble para reactivos que separan enlaces disulfuro. (Marshall et al., 1991).

A.2.1 Corteza. Se encuentra entre la cuticula y la médula, es el componente
principal de las fibras de los mamiferos y es la que determina la mayoria de las
propiedades mecénicas como elasticidad y fuerza del cabello. La corteza es la
parte que ocupa mayor superficie capilar de las fibras, para el caso del ser
humano es la parte mas grande, llegando a ocupar hasta un 70% del volumen
del cabello. La corteza también contiene la mayoria de los granulos de pigmento,

la melanina. (Brunswick, 2012).

Segun informa Yu et al. (2017), la corteza “consta de células fusiformes
poliédricas largas”, en cada célula se encuentran macrofibrillas con diametros
entre 0.1 — 0.4um, dentro de estas estructuras se acomodan las microfibrillas.
Por otro lado, estructuras denominadas filamentos intermedios duros de a-
queratina (KIF por sus siglas en inglés) las cuales son interacciones de
queratinas y lipidos en una masa de azufre, conforman las microfibrillas, los KIFs
tienen didmetros promedio de 7.5nm. Los filamentos intermedios contienen
proteinas de bajo azufre, debido a la poca cantidad de cistina, mientras que la
matriz contiene proteinas de alto azufre por la gran cantidad de cistina, tirosina

y glucina. (Gillespie, 1990).

La corteza se forma por el desarrollo de la queratina dentro de las células
corticales a lo largo de las zonas B, C y D (ver figura 6). En la zona B las células
aumentan su volumen; conforme se forman los KIFs, en la zona C las células se
alargan por interacciones laterales. Segun informaron Forslind & Swanbeck,
(1966), citado por Marshall et al. (1991), existe un aumento del numero de
generacion de queratina en las zonas C y D, los que producen incremento de
tamafo de los KIF, los cuales ahora se denominan microfibrillas. En la zona D,
las células adquieren la disposicion de matriz unidos a filamentos intermedios, a

causa de la maduracién de estas células, segun indica Chapman y Gemmell
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(1971), citado por Marshall et al. (1991, p. 62). En la zona E, culmina la sintesis
de queratina, debido a que la fibra pierde agua y se produce una gran contraccion
de volumen, por estos cambios producidos en la region E, se le denomina la
zona de queratinizacion.

Figura 6

Zonas del foliculo y desarrollo de queratina de corteza
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A.2.3 Cuticula. Es la capa mas externa del cabello y su principal funcién es
proporcionar proteccién al cabello, debido a la porosidad que presenta ayuda a
la regulacion del agua que entra y sale, de modo que muchos procesos externos

pueden afectarla. Por esta razén, las cuticulas con baja porosidad evidencian
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fuertes uniones entre sus componentes; por otro lado, cuando presentan alta
porosidad las cuticulas estan debilitadas, provocando asi ingresos o salidas de
mucha humedad. La estructura de la cuticula esta formada por células planas
ordenadas en forma de “entejado” apuntando hacia la punta del cabello. (Jones,
2001). La parte mas externa de esta zona del cabello esta formada por capas de
células muertas, conocidas como escamas cuticulares, dispuestas desde la raiz
hasta la punta de los cabellos segun indica Buffoli et al. (2014), estas escamas
cuticulares muestran grosores de 0.3-0.5 pym y una longitud entre 40-60 pum,

segun informa Yu et al. (2017).

Figura 7

Diagrama de la fibra de cabello humano
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Las cuticulas estan constituidas por cuatro capas: epicuticula, capa “a’,
exocuticula y endocuticula. (Marshall et al.,, 1991). La caracteristica de la
epicuticula es su impermeabilidad al agua, ya que se constituye por lipidos
unidos a proteinas mediante enlaces covalentes. (Yang et al., 2014). Los andlisis
de esta capa indican que contiene 80% de proteinas, 5% de lipidos y 4% de
material inorganico. (Bradbury, 1973). La exocuticula es una capa rica en azufre
gracias a la abundante concentracion de cisteina, estos atomos son una
necesidad para los puentes disulfuro que mantienen unida su estructura. La capa
de la exocuticula se ubica por debajo de la epicuticula. Por otro lado, la
endocuticula es la capa mas interna de la cuticula, siendo su principal
caracteristica el bajo contenido de cisteinay, por tanto, poco contenido en azufre.
(Yang et al., 2014).

Las células cuticulares y las de la corteza, estan rodeadas por el complejo de
membrana celular (CMC), la cual es una estructura laminada rica en lipidos y
proteinas. (Jones, 2001). EI CMC esté presente a lo largo de toda la fibra del
cabello, sin embargo, es el menor componente de esta. La figura 7 muestra la
conformacion de una fibra de cabello, asi como la distribucion descrita hasta el

momento.

B) Composicién del cabello humano. Segun lo descrito, el cabello es una
estructura queratinizada que esté envuelta por la cuticula. Todas las estructuras
internas de la fibra de cabello estan separadas por el complejo de la membrana
celular (alrededor de 100 células en cada capa de membrana). Por otra parte, la
corteza contiene principalmente 90% de macrofibrillas, compuesta por unos
cuantos cientos de proteinas filamentosas, empaquetadas en una matriz; el otro

10% restante esta compuesto de granulos de pigmento. (Buffoli et al., 2014).

La composicion mayoritaria de los aminoacidos en el cabello presenta 11.4% de
acido glutamico, 11.7% de serina y 17.8% de cistina (concentracién media de
cistina), esto se manifiesta en la estructura del cabello humano ya que contiene
85% de proteina, 7% de agua, 3% lipidos, 4.7% proteinas sulfuradas y trazas de
minerales (hierro, cinc y cobre). La principal proteina presente en el cabello es la

gueratina (90%) y una pequefia cantidad de lipidos (entre 1% y 9 %). (Buffoli et
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al., 2014). Ademas, el cabello humano presenta las siguientes caracteristicas

fisicoquimicas:

e % Proteinas: 65 — 95

e % Humedad: Hasta 32

e % Ceniza: 0.5-0.94

e Densidad (g/cc): 1.25-1.30
e pH:45-55

C) Alteraciones del cabello humano. El cabello humano esta expuesto a
diversos agentes que terminan afectando su estructura, estos agentes pueden
ser quimicos, mecanicos o ambientales. Los mas comunes y perjudiciales son
los de naturaleza quimica y mecanica, debido a que generalmente se realizan
tratamientos de cabello con fines estéticos. Estas actividades utilizan la
porosidad de la cuticula para modificar la apariencia del cabello, lo que degrada
su estructura con cada tratamiento realizado. Entre los agentes quimicos
tenemos a los decolorantes, tintes, champus agresivos, cloro de piscina y agua
de mar; por otra parte, los tratamientos mecéanicos mas conocidos son los

cepillados agresivos, alisados, brushing y uso de secador. (Garrote et al., 2008).

El peroxido de hidrogeno es el agente quimico oxidante principal de los
decolorantes y tintes. Si bien su accion esta enfocada en degradar la melanina
del cabello, también degrada la proteina de queratina, ya que ésta presenta
grupos oxidables en su estructura, llegando a romperse hasta el 45% de enlaces
de cistina. (Suarez, 2017).

2.2.3 Hidrélisis

La hidrdlisis es una reaccién originada por disociacion del agua en sus iones
hidronio e hidroxilo, esta separacion da lugar a reacciones de los iones con iones

de otros compuestos inorganicos y organicos, segun se muestra a continuacion:
XY+ H,0 - HY + XOH

Para los compuestos organicos, el concepto de hidrdlisis se entiende como la
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accion que tiene uno de los iones del agua para romper los enlaces.

A) Hidrdlisis acida. En la hidrdlisis acida, el ion prético rompe los enlaces
quimicos mediante una reaccion nucleofilica cuando se afiade agua. La
conversion de la celulosa o de almiddn en glucosa es un ejemplo de este tipo de
hidralisis.

B) Hidrdlisis alcalina. En el caso de hidrolisis alcalina, el ion OH se
disuelve y desintegra el material organico mediante reaccién con parte de éste.
Aungue el principio de la hidrolisis alcalina es Gnico, podemos usar variados

disefios de equipos para diferentes materiales a hidrolizar.

C) Hidrdélisis enziméatica. Este tipo de hidrolisis se produce por las enzimas
lamadas hidrolasas. Las enzimas tienen un efecto catalitico hidrolizante,

produciendo ruptura de enlaces segun la siguiente reaccion:

HOH + RR' - RH + R'OH

Este tipo de hidrélisis es mas selectivo por la caracteristica de las enzimas, ya
gue estas sustancias son especificas para reaccionar con un tipo de aminoacido,
siendo esa particularidad la que le brinda considerables ventajas segun el tipo

de proteina que se requiera.
2.2.4 Hidrdlisis de proteinas

El tratamiento de proteinas es practicado desde hace mucho tiempo, pese a esto,
en sus inicios no fue un proceso rapido, por lo que en su desarrollo importantes
avances se lograron para estos procesos, optimizando parametros de operacion
reduciendo tiempos de hidrdlisis desde 5 dias hasta 3 horas actualmente (en

algunos casos).

El grado de hidrélisis es la principal propiedad de un hidrolizado y este valor esta
sujeto a los parametros usados en el proceso, justamente de este parametro
dependen otras caracteristicas de los hidrolizados de proteinas. (Benitez et al.,
2008).
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A) Hidrdélisis acida y alcalina de proteinas. Este tipo de hidrdlisis se
caracteriza por destruir y acortar las cadenas peptidicas de las proteinas, cuando
algunos enlaces son atacados por agentes acidos o alcalinos. Los casos mas
estudiados son para los agentes hidrolizantes HCI y NaOH. Los ataques
guimicos son pocos selectivos, debido a que su ataque es agresivo y rapido, lo
gue tiene un efecto de rotura de cadenas peptidicas, enlaces disulfuro y enlaces
salinos. Esta caracteristica genera muchos subproductos, pudiendo degradar
hasta los dimeros de las moléculas de queratina.

B) Hidrélisis enzimética de proteinas. Este tipo de proceso, son
selectivos ya que las enzimas son especificas para un tipo de enlace, sin
embargo, las reacciones de hidrdlisis enzimatica son mas lentas que las alcalinas
0 acidas. Otra caracteristica de estos procesos es que se lleva a cabo a baja
temperatura y pH moderado (generalmente no supera los 60 °C y el pH puede
ser medios acidos o neutros). Operativamente, tienen la caracteristica de no
requerir sales para neutralizacibn de la mezcla reaccionante. La hidrdlisis
enzimatica no destruye los componentes separados, es decir, el proceso culmina
con la rotura de enlace especifico, de manera que no sigue degradando a los
péptidos. (Guadix et al., 2000).

Figura 8

Mecanismo catalitico de proteasas

K H,0
F+S ® 3 ES — 3 EP+HP 3 F+POHtHP
k1 k:-' k3

Fuente: Benitez et al. (2008).

Benitez et al. (2008), proponen tres etapas para la hidrolisis enzimatica de
proteinas. El proceso inicia con la formacion del complejo enzima-sustrato
(proteina), luego se liberan los péptidos como resultado de roturas de enlaces
amidicos. En la ultima etapa, el péptido unido a la enzima es afectado por un

ataque nucleofilico de una molécula de agua. Después, el proceso se puede
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repetir sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno de ellos. La figura 8, detalla la
secuencia de reacciones (E: enzima, S: sustrato, P, P’: péptidos resultantes, kx:
constante velocidad de reaccion). Para entender el proceso revisar el trabajo de
Benitez et al. (2008).

Para el caso de moléculas globulares y en estado plegado, se requiere realizar
previamente una desnaturalizacion de la proteina (para exponer los enlaces

peptidicos) antes de hidrolizarla.
2.3 Conceptual
2.3.1 Residuos de cabello humano

Son los restos generados después de cortar el cabello de personas en salones
de belleza y peluquerias de las ciudades. En base a la informacion de la
composicién del tallo del cabello, se puede afirmar que la parte principal es la
corteza y la cuticula, representando la primera, mas del 70% del volumen del
tallo. Adicional a ello, ambas partes estan formadas por diferentes tipos de
queratinas, de modo que estos residuos generados en las peluquerias llegan a

tener hasta 90% queratina.
2.3.2 Hidrdlisis de queratinas

La industria cosmética es la que mas usos le da al hidrolizado de queratinas,
muchas empresas la presentan en sus productos, sin embargo, cuando se trata
de usar queratina hidrolizada de cabello humano debe tenerse en cuenta que
debe obtenerse desde cabellos que no presenten alteraciones o tratamientos

guimicos/mecanicos. (Gupta, 2014).

La principal caracteristica de las queratinas es su alta estabilidad y hace que el
proceso de hidrodlisis se realice en condiciones drasticas, es decir, con altas
concentraciones de agente hidrolizante. Por esta razon deben realizarse con
métodos &cidos o alcalinos, y en casos especificos mediante métodos
enzimaticos. (Krejci et al., 2011). Diversos trabajos reportaron hidrolizados de
queratina de cabello con pesos moleculares de 1000 Da en promedio, con
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variaciones desde 11000 Da, 400 Day en algunos casos hasta 150 Da. (Bergfeld
et al., 2016). Esto quiere decir que se presentan roturas o separaciones de las
cadenas de la queratina en el 98% de la estructura original, considerando que la
queratina tiene pesos promedios de 60 000 Da. Valores tan bajos como el de
150 Da, podria indicar una destruccion de hidrolizados y por tanto obtencion de

otro tipo de compuestos.

A) Hidrolisis aciday alcalina de queratinas. La caracteristica de este tipo
de hidrdlisis es que pueden romper ambos enlaces de las queratinas (disulfuro y
péptidos), por lo que la estructura de la queratina original no es igual a la

estructura del hidrolizado de queratina. (Krejci et al., 2011).

Los métodos quimicos para extraer queratinas pueden ser mediante agentes
oxidantes y agentes reductores. Entre los reactivos oxidantes mas estudiados,
tenemos compuestos como el bromo, permanganato y peroxido de hidrégeno;
por su parte los agentes reductores son el acido tioglicolico, cianuro de potasio,
sulfuro de sodio y sulfito de sodio. Los reactivos oxidantes no son especificos
para los enlaces disulfuro, por lo que atacan a la molécula de la queratina en
otros puntos y, ademas, su atague no es rapido. Por su parte, los agentes
reductores tienen como principal accion, alterar quimicamente a los enlaces
disulfuro y actian rapidamente. Estos reactivos solo pueden disolver queratinas
a pH alcalino, entre 10 y 13, en algunas ocasiones en pH neutro. (Goddard &
Michaelis, 1934).

Se reportaron uso de acidos organicos (algunos oxidantes otros reductores),
para extraer queratina desde lana de oveja, los resultados alcanzados mostraron
a-queratinas con pesos ~50 kDa y y-keratinas con pesos de ~15 kDa, asi como
los aminoacidos glicina y tirosina con pesos 11 kDa. Evidentemente pesos
semejantes a las queratinas originales indican bajo rendimiento de la extraccién
con este tipo de quimicos, segun lo indicado en el trabajo de Bergfeld et al.
(2016).

Existen también procesos donde usan algunos componentes alcalinos (NaOH,
KOH, K2COs, Ca(OH):, etc.) y agentes acidos (HCI, H2SOa4, etc.). Este tipo de
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tratamientos duran entre 2-3 horas y por ser a temperaturas altas promueven la
apertura de enlaces disulfuro para generar polipéptidos en reacciones rapidas.
(Karthikeyan et al., 2007).

Un estudio interesante es el de Staron et al. (2014), quienes trabajaron con
hidrdlisis alcalina usando Ca(OH)2, obtuvieron hasta 90% proteinas totales
hidrolizadas cuando el tiempo de reaccion fue de 240 minutos, trabajando con

temperaturas en el rango de 90 a 110 °C.

B) Hidrélisis enzimética de queratinas. En general las queratinasas
tienen capacidad de catalizar la hidrélisis produciendo proteinas de queratina
muy estables. Este proceso se define por dos etapas, la sulfolisis (rotura de los
enlaces disulfuro), proceso que puede ser ayudado eventualmente por un
reductor de sulfuros (un tratamiento alcalino o &cido previo); la otra etapa es la
protedlisis, proceso que es apoyado por la liberacidn de los sulfuros que permiten
acceso queratinasas para generar desde oligopeptidos hasta aminoacidos.
(Navone & Speight, 2020).

Para hidrolizar la queratina de la lana de oveja, algunos autores comentan que
cuando se realiza una limpieza previa para remover solidos y aceites, se logra
una solucion de hidrolizado de queratina con pesos moleculares ~1 kDa. Y
cuando no se realizo la limpieza los pesos del hidrolizado fueron en promedio 3
kDa. Estos resultados indican que el método de hidrdlisis enzimatica tiene mayor
rendimiento que la hidrélisis quimica. (Bergfeld et al., 2016).

Por otro lado, Mokrejs et al. (2011), realizaron pruebas a nivel de laboratorio con
una hidrélisis combinada alcalina-enzimatica de fibras de lana, hidrolizan por 24h
con hidréxido de calcio, luego, estabilizan el pH en 9 para agregar la enzima
Esperasa 6.0T. Terminada la etapa enzimatica, filtran y se centrifuga el liquido
gue contiene el hidrolizado. Finalmente es calentado a mas de 80 °C para
desactivar la enzima. Los resultados obtenidos en este estudio fue una
degradacion de 60% de la fibra de lana y pesos moleculares del hidrolizado en
rangos de 6.5 kDa a 26 kDa.
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C) Enzimas y proteasas. Las enzimas se clasifican en siete grupos:
oxidorreductasas, transferasas, liasas, isomerasas, ligasas, translocasas e
hidrolasas. Dentro de las hidrolasas, las enzimas que catalizan la desintegracion
de proteinas por rotura de enlaces peptidicos (queratinas), son las proteasas,
llamadas también proteinasas, peptidasas o enzimas preoliticas. Las proteasas
son una clase de enzimas que presentan una gran cantidad de aplicaciones en

industria farmacéutica, agricola y alimentaria. (Das & Prasad, 2010).

El Bacilus subtilis es la bacteria productora de proteasas extracelulares, esta
bacteria es de las mas empleadas en las industrias para producir enzimas de

amilasas y proteasas.

Tabla 2

Rangos de operacion de proteasas industriales

Enzima Origen Estabilidad
pH T(°C)

Alcala 0.6L B. lincheniformis 4<pH<115 50<T<60
Neutrasa B. subtilis 6<pH<8 45<T<55
Proteasa 660L B. subtilis 7<pH<10 50<T<70
Fungal-Protease A. oryzae 6<pH<9 45<T<55
P.E.M. 2500 S tripsina porcina 6<pH<10 30<T<60
P.E.M. 2500 S tripsina bovina 6<pH<10 25<T<45
Corolase PP tripsina quimiotripsina 7<pH<9 45<T<55
Corolase PS A. oryzae 5<pH<7 50<T<60
Corolase 7089 B. subtilis 6 <pH<85 50<T<60
Bromelaina Takamina vegetal (pizae) 4<pH<9 20<T<65
Papaina Takamina vegetal (papaya) 6<pH<8 20<T<75

Fuente: Adaptado de Guadix et al. (2000).

Las condiciones de trabajo de las proteasas generalmente estan en rangos de
pH entre 4 — 9, por otro lado, las temperaturas de operacion de estas proteasas
varian desde 30 a 70 °C. En la tabla 2, se detallan las principales proteasas
comerciales con sus respectivos rangos de pH y rango de temperaturas ideales

de trabajo, informacion detallada en el trabajo de Guadix et al. (2000).
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D) Enzimas queratinoliticas. Es un tipo especial de proteasas que
cuentan con una actividad de sustratos queratinosos igual o mayor a 5. Dentro
de este grupo se ubican las queratinasas obtenidas del Bacillus sp.
Chryseobacterium indologenes y la especie Kocuria, segun los autores Bernal et
al. (2006) y Wang et al. (2008), citados por Cavello et al. (2013).

Las queratinasas son proteasas neutra-alcalinas, trabajan a pH en el rango de
7.5 — 9.0. El género Bacillus es la mas estudiada como productora de
queratinasas. Entre las més importantes y estudiadas de este grupo, estan la
Proteasa P5860 y la Proteasa P3111, las que tienen a la queratina como sustrato
para producir hidrolizados de queratina. Para mayor detalle revisar el trabajo de
Lange et al. (2016).

E) Mecanismo de hidrolisis enzimatica. Para el caso de la hidrolisis
enzimatica de queratina, al igual que para otras proteinas, la sulfolisis y la
protedlisis son las dos principales etapas, con la particularidad que en la sulfolisis

puede usarse un agente reductor (enzima). (Cavello et al., 2013).

En el caso de las enzimas, diversos tipos de queratinasas pueden atacar a la
gueratina. Existen familias de estas proteasas que se pueden agrupar segun el
tipo de rotura que realizan en las cadenas de queratina. El primer grupo son las
proteasas que atacan internamente a la queratina, por ello reciben la
denominacién de endoproteasas, las cuales actian dentro de la cadena en hélice
de la a-queratina, descomponiendo la estructura de la queratina en pequefos
péptidos. El segundo grupo identificado son las exoproteasas, estos son agentes
que atacan a la cadena de queratina en sus extremos (cola y cabeza de la
molécula de queratina). Un tercer grupo denominado oligopeptidasas, son
enzimas encargadas de hidrolizar los residuos hasta descomponerlos en

aminoacidos.

Segun Lange et al. (2016) y Qiu et al. (2020), trabajando con mezclas de estos
tres grupos es posible hidrolizar la queratina hasta degradarla a monomeros de
sus aminoacidos constituyentes o péptidos mas pequefios. Sin embargo, para
lograr esto, se requiere de apoyo de un agente reductor en la etapa de sulfdlisis,

en este caso los autores mencionan a un cuarto grupo, las enzimas disulfuro
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reductasas, estos agentes se encargaran de romper los enlaces disulfuro en las
cadenas de queratinas, asi como en las asociaciones de dimero y tetramero que

estas presentan en el cabello (ver la figura 9).

Figura 9

Proteasas y sus efectos en la descomposicion de queratinas

.
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>. ) endoproteases (S8) ) exoproteases (M28)

ohgopeptldases (M3) disulfide reductases

‘/! ﬁ !. O sulfite g. amino acids

Fuente: Lange et al. (2016).

Sobre la etapa de sulfélisis, Cavello et al. (2013) indica que es necesaria esta
etapa para que las queratinasas puedan degradar las queratinas hasta pequefios
péptidos. Este autor menciona también, que otras proteasas podrian degradar la
queratina, siempre que previamente los residuos hidrofébicos presentes en la
superficie de la queratina se eliminen por gueratinasas, este ultimo concepto

citando al trabajo de Ramnani & Gupta (2007).
2.4 Definicion de términos basicos

Enlace disulfuro: Unién covalente entre dos atomos de azufre. Este tipo de
enlaces se forman por la oxidacion de dos grupos sulfhidrilo (SH), cada uno

perteneciente a una molécula de cisteina. Son frecuentes entre cadenas
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polipeptidicas diferentes de una misma proteina.

Hidrolisis alcalina: La hidrdlisis alcalina es un método quimico para la rotura
del enlace peptidico (para compuestos organicos) y en consecuencia la
generacion de péptidos de menor tamafio y aminoacidos libres, por la accién de

hidroxidos. Para esta investigacion se utilizé hidroxido de calcio.

Hidrdlisis enzimatica: Es un método biolégico para la rotura del enlace
peptidico (para compuestos orgénicos) que genera péptidos de menor tamafio,
aminoacidos libres y residuos. Este proceso se realizd con proteasa comercial.

Enzima proteasa: Tipo de enzima que descompone las proteinas en proteinas
mas pequefias o0 unidades proteicas mas pequefias, como péptidos o

aminoacidos.

Queratina: Proteina estructural estable, insoluble y fibrosa que se encuentra en

tejidos epiteliales y tejidos protectores como el cabello.

Cabello: Residuo de cabello humano utilizado como materia prima para obtener

hidrolizado de queratina.

Condiciones de hidrdlisis: Pardmetros seleccionados para la hidrolisis de
residuos de cabello. Los parametros trabajados son: temperatura, concentracion

de reactantes, velocidad de agitacion, tiempo de hidrolisis.
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1. HIPOTESIS Y VARIABLES
3.1.1 Hipotesis

e Hipotesis general
La hidrdlisis en condiciones Optimas garantiza un rendimiento del 60% en la
obtencién de queratina a partir del residuo de cabello humano generado en las
peluquerias.

e Hipotesis especifica
Las caracteristicas del residuo de cabello humano generado en las peluquerias

deben ser de un tamafio menor a 1 cm, sin tratamiento quimico/térmico.

La hidrdlisis alcalina del cabello humano con hidroxido de calcio, al 0.5% p/v, 95
°C, 200 RPM por 3 horas de reaccion, logra obtener hidrolizado de queratina con

una concentracion de proteina de 5 mg/mL.

La hidrdlisis enzimatica con proteasa al 5% v/v, 40 °C, 200 RPM por 5 horas,
logra incrementar la concentracion del hidrolizado de queratina de los

hidrolizados alcalinos hasta 10 mg/mL.
3.2 Definicién conceptual de variables

e Variables dependientes

Y = Hidrolizado de queratina

Solucién acuosa de un hidrolizado de proteinas obtenido a partir de la queratina

proveniente del cabello humano.

e Variables independientes

X1 = Residuo de cabello humano

Residuo generado mayormente en las peluquerias con un alto contenido de

gueratina en su composicion.
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X2 = Hidrdlisis alcalina

Proceso donde se varia la concentracion del hidroxido de calcio, asi como las
otras condiciones que son la temperatura, velocidad de agitacion y las horas de
reaccion, para desestabilizar la fibra del cabello.

X3 = Hidrolisis enziméatica

Proceso donde se varia la concentracion de la proteasa, asi como las otras
condiciones que son la temperatura, velocidad de agitacién y las horas de
reaccion, para lograr la separacion selectiva de proteinas de queratina.
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3.2.1 Operacionalizacion de variables

Tabla 3

Operacionalizacion de variables

DEFINICION DEFINICION
VARIABLE CONCEPTUAL DE LA OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES ITEMS METODO
VARIABLE DE LA VARIABLE
VARIABLES
DEPENDIENTES:
Y: Hidrolizado de Es el resultado de La determinacion Y1 Y1.1 peso de mg/mL Método de
queratina modificar el residuo de del rendimiento de Concentracion proteina por volumen Lowry
cabello mediante la concentracion del hidrolizado de hidrolizado de
hidrélisis alcalina y del hidrolizado de de queratina queratina.
enzimdtica de manera queratina se
Optima para obtener realiza mediante el
porciones de la proteina método de Lowry Y2 Rendimiento Y2.1 % de hidrolizado  (9/g muestra) *100%  Calculo
queratina. (Krejci et al.,, para de queratina obtenida matematico
2011). determinacion de (hidrolizado de
proteinas. gueratina
obtenida/hidrolizado
de queratina tedrica)
VARIABLES
INDEPENDIENTES: Material que carece de ElI residuo de x11 Tibo de X1.1.1 Sexo Hombre, mujer Nominal
valor para la sociedad, cabello humano se ' P
X1: Residuo de siendo uno de los define segin el -cabello
cabello humano principales residuos tipo de X1.1.2 Edad Adulto, nifio Nominal
municipales a nivel procedencia
mundial. (Gupta, 2014). (hombre,  mujer,
nifio).
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X2: Hidrolisis El proceso de hidrdlisis Las condiciones X2.1 X2.1.1 Ca(OH): Polvo Gravimetria
alcalina se verifica variando la de hidrolisis Caracteristicas
concentracién y tipo de empleando un del hidrolizante.  X2.1.2 Concentracion g/L Volumetria
hidrolizante, alcali para
temperatura, velocidad desestabilizar las
de agitacién y tiempo de fibras de cabello
reaccién de hidrélisis X2.2.1 Temperatura  °C Termometria
alcalina que ataca X2.2
péptidos de gran peso Parametros de X2.2.2 Velocidad de RPM
molecular y de baja hidrolisis agitacion
selectividad. alcalina
(Gousterova et al., X2.2.3 Tiempo de Horas Cronometria
2005). reaccion
X3: Hidrdlisis El proceso de hidrdlisis Las condiciones X3.1 Enzima X3.1.1 Proteasa Solucién Volumetria
enzimatica se verifica variando la de hidrolisis
concentracién y tipo de empleando la X3.1.2 Concentracién  L/L Volumetria
hidrolizante, enzima proteasa
temperatura, velocidad para separar la
de agitacién y tiempo de queratina
reaccion de la hidrélisis hidrolizada de las X3.2 X3.2.1 Temperatura °C Termometria
enzimatica que ataca otras proteinas. Parametros de
péptidos de bajo peso hidrolisis X3.2.2 Velocidad de RPM
molecular, asi como enzimatica agitacion
aminoacidos de
proteinas y son de alta X3.2.3 Tiempo de Horas Cronometria

selectividad.
(Gousterova et al.,
2005).

reaccion
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IV.  DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo y disefio de investigacion
4.1.1 Tipo deinvestigacion

La presente investigacion, segun el grado de manipulacion de las variables, es
de tipo experimental, obteniendo informacién en forma directa, variando el tipo y
concentracion de agente hidrolizante alcalino, temperatura, tiempo de reaccion,
velocidad de agitacidbn y concentracion de agente hidrolizante enzimatico
(proteasa), esto con el fin de notar cambios en el proceso mediante la
observacion, registro y analisis de las variables implicadas. Ademas, es del tipo
cuantitativa ya que estas variables son medibles y se ajustan a un modelo

matematico para su evaluacion.

En funcién del propésito con el que se realizan, la investigacion es aplicada, ya
que se puede implementar sobre una realidad inmediata. Segun el periodo
temporal en que se realiza, el estudio se caracteriza por ser longitudinal,
estudiando la variable a lo largo del tiempo establecido por ser este determinante

en la relacion causa-efecto.
4.1.2 Disefio de lainvestigacion

El presente estudio es una investigacion de tipo experimental, por la inferencia
de los resultados es analitico y estadistico, empleando la induccién. El desarrollo
de la investigacion se dara en varias etapas, siendo la primera etapa la seleccion
de la procedencia del cabello humano. Posteriormente se continuara con la
determinacion de las condiciones 6ptimas de hidrélisis alcalina e hidrdlisis
enzimatica para finalmente determinar la concentracibn de proteina en el

hidrolizado de queratina.
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A) Esquema

ENTRADA PROCESO SALIDA

Variable independiente

X1 =Residuo de
cabello humano

Variable dependiente

Y = Hidrolizado de

X2 = Hidrdlisis Alcalina .
Queratina

X3 = Hidrdlisis
Enzimatica

B) Contrastacion de la hipotesis
Hipotesis nula (Ho)

La hidrdlisis en condiciones éptimas no garantiza un rendimiento del 60% en la
obtencién de queratina a partir del residuo de cabello humano generado en las

peluquerias.

Hipotesis alternativa (Ha):

La hidrdlisis en condiciones Optimas garantiza un rendimiento del 60% en la
obtenciéon de queratina a partir del residuo de cabello humano generado en las

peluquerias.
4.1.3 Disefio experimental

La determinacion de las condiciones de hidrélisis en cada una de las etapas
busca optimizar la obtencion de queratina hidrolizada a partir de las muestras de

residuos de cabello humano.

A) Seleccion de tipo de cabello. Se hidrolizaron 2 gramos de cabello
lavado y seco en 150 mL de solucion de agente alcalino, manteniendo fijas las

siguientes condiciones:

e Tiempo de reaccion: 8 horas
e RPM: 400
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Concentracion agente alcalino: 0,4% p/v

Temperatura: 60°C
Se realiz6 el siguiente disefio factorial en base a los factores y niveles:

Factor 1: Tipo de agente hidrolizante. Niveles: NaOH - Ca(OH):

Factor 2: Tipo de cabello. Niveles: Mujer adulta - varén adulto — nifio.

Tabla 4

Matriz del disefio experimental del tipo de cabello

N° experimento Réplica Tipo de Cabello Tipo de hidrolizante
1 1 Mujer Ca
2 2 Mujer Ca
3 1 Hombre Ca
4 2 Hombre Ca
5 1 Nifio Ca
6 2 Nifio Ca
7 1 Mujer Na
8 2 Mujer Na
9 1 Hombre Na
10 2 Hombre Na
11 1 Nifio Na
12 2 Nifio Na

B)

Seleccién del agente alcalino hidrolizante. Se hidrolizaron 2 gramos

de muestra pretratada con solucion de agente alcalino, manteniendo fijas las

siguientes condiciones:

Tipo de cabello: Proveniente de nifios

Concentracion de agente alcalino hidrolizante: 0.4% p/v
Tiempo de reaccion: 8 horas

Velocidad de reaccion: 400 RPM

Temperatura: 60°C

Se realiz6 el siguiente disefo factorial completo general
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e Factor 1: Tipo de agente hidrolizante. Niveles: NaOH - Ca(OH)2

e Factor 2: Tiempo de reaccion. Niveles: 1 a 8 horas

Tabla b

Matriz de disefio experimental del agente alcalino hidrolizante

Muestra Reactivo Tiempo (horas)
1 NaOH 1
2 NaOH 2
3 NaOH 3
4 NaOH 4
5 NaOH 5
6 NaOH 6
7 NaOH 7
8 NaOH 8
9 Ca(OH): 1

10 Ca(OH)2 2
11 Ca(OH)2 3
12 Ca(OH)2 4
13 Ca(OH)2 5
14 Ca(OH)2 6
15 Ca(OH)2 7
16 Ca(OH): 8

C) Determinacion de la concentracion del agente alcalino hidrolizante.
Se hidrolizaron 2 gramos de cabello pretratado en 150 mL de solucién de

agente alcalino, manteniendo fijas las siguientes condiciones:

e Tipo de cabello: Proveniente de nifios
e Tiempo de reaccion: 8 horas
¢ Velocidad de agitacion: 400 RPM

Se realiz6 el disefio factorial 3 con 2 réplicas:

e Factor 1: Temperatura. Niveles: 40 - 60 - 80 °C

e Factor 2: Concentracion. Niveles: 0,1- 0,3 - 0,5% p/v
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Tabla 6

Matriz de disefio experimental de concentracion ideal de hidroxido

N° Experimento Réplica Temperatura (°C) Concentracién (mg/mL)
1 1 40 0.1
2 2 40 0.1
3 1 40 0.3
4 2 40 0.3
5 1 40 0.5
6 2 40 0.5
7 1 60 0.1
8 2 60 0.1
9 1 60 0.3

10 2 60 0.3
11 1 60 0.5
12 2 60 0.5
13 1 80 0.1
14 2 80 0.1
15 1 80 0.3
16 2 80 0.3
17 1 80 0.5
18 2 80 0.5

D) Determinacion de la velocidad de agitaciéon. Se hidrolizaron 2 gramos
de cabello pretratado en 150 mL de solucién de agente alcalino,

manteniendo fijas las siguientes condiciones:

e Tipo de cabello: Proveniente de nifios
e Tiempo de reaccion: 6 horas
e Concentraciéon Ca(OH)2: 0,5% p/v

e Temperatura de hidrdlisis: 80°C

Para la determinacion de la velocidad de agitacion optima se realizo el disefio
experimental ANOVA de un solo factor.

e Factor: Velocidad de reaccion. Niveles: 200 a 700 RPM
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Tabla 7

Matriz de disefio experimental de velocidad de agitacion

N° Experimento Réplica Velocidad (RPM)
1 1 200
2 1 300
3 1 400
4 1 500
5 1 600
6 1 700
7 2 200
8 2 300
9 2 400

10 2 500
11 2 600
12 2 700
13 3 200
14 3 300
15 3 400
16 3 500
17 3 600
18 3 700

E)

Determinacion de temperatura y tiempo de hidrélisis alcalina. Se

hidrolizaron 2 gramos de cabello pretratado en 150 mL de solucion de agente

alcalino, manteniendo fijas las siguientes condiciones:

Tipo de cabello: Proveniente de nifios
Tiempo de reaccion: 6 horas
Concentracion Ca(OH)z: 0,5% p/v
Velocidad de agitacion: 200 RPM

Para la determinacion de la velocidad de agitacion éptima se realizé el disefio

factorial completo general con dos réplicas.

Factor 1: Temperatura. Niveles: 80 — 85 —-90 - 95 °C
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e Factor 2: Tiempo. Niveles: 1 a 6 horas

Tabla 8

Matriz de disefio experimental de temperatura y tiempo de hidrdlisis alcalina

Temperatura (°C) Tiempo (horas)
1
2
80 3
4
5
6
1
2
85 3
4
5
6
1
2
90 3
4
5
6
1
2
95 3
4
5
6

F) Determinacién de parametros optimos de hidrdlisis mixta. La primera
etapa, buscé determinar la influencia de la temperatura y concentracion de la
proteasa para la hidrolisis enzimatica. Se hidrolizaron 2 gramos de cabello
pretratado en 150 mL de solucion de agente alcalino, manteniendo fijas las

siguientes condiciones:
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e Tipo de cabello: Proveniente de nifios

e Temperatura de hidrdlisis alcalina: 80°C
e Velocidad de agitacion: 200 RPM

e Concentracién de Ca(OH)2: 0,5% p/v

e Tiempo de hidrdlisis alcalina: 6 horas

e Tiempo de hidrolisis enzimatica: 6 horas
Se realiz6 el disefio factorial 22 con tres réplicas, donde:

e Factor 1: Concentracion de proteasa. Niveles: 1 — 5% v/v

e Factor 2: Temperatura de hidrdlisis. Niveles: 40 — 60 °C

Tabla 9

Disefio experimental de concentracion y temperatura de hidroélisis enzimatica

N° Experimento Conc. Enzima (% v/v) Temperatura (°C)
1 1 40
2 1 60
3 5 40
4 5 60
5 1 40
6 1 60
7 5 40
8 5 60
9 1 40
10 1 60
11 5 40
12 5 60

La segunda etapa, se optimiza la temperatura de hidrolisis alcalina y la

concentracion de agente enzimatico, para lo cual se hidrolizaron 2 gramos de
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cabello lavado y seco en 150 mL de solucion de agente alcalino hidrolizante y

enzimatico, manteniendo fijas las siguientes condiciones:

e Tipo de cabello: Proveniente de nifios

e Velocidad de agitacion 200 RPM

e Concentracién de Ca(OH)2: 0,5% p/v

e Tiempo de hidrdlisis alcalina: 3 horas

e Tiempo de hidrolisis enzimatica: 5 horas

e Temperatura de hidrdlisis enzimatica: 40°C
Se realiz6 el disefio factorial completo general con dos réplicas, donde:

e Factor 1: Concentracion de enzima. Niveles: 1-5% v/v

e Factor 2: Temperatura de hidrdlisis alcalina. Niveles: 85— 90 — 95 °C

Tabla 10

Optimizacion de parametros de hidrélisis mixta

o o Concentracion
N Temperatura Hidrolisis

Experimento Replica alcalina(°C) P(r‘%\?/?/?a
1 1 85 1
) 1 85 S
3 1 90 1
4 1 90 S
5 1 95 1
6 1 95 5
7 2 85 1
8 2 85 S
9 2 90 1
10 2 90 °
11 2 95 .
12 2 95 °
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4.2 Método de investigacion
4.2.1 Méeétodo

A. Seleccion de muestra de cabello humano

Etapa 1 — Pretratamiento de la materia prima. Los residuos de cabello humano
recolectados de las peluquerias se pretrataron mediante un lavado con
detergente, luego se enjuagaron con agua potable y fueron llevados a la estufa
a 60°C durante 8 horas. Finalmente, el cabello limpio y seco se redujo de tamafio

a dimensiones menores a 1 centimetro.
Figura 10

Cabello lavado, seco y cortado

o

—
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Etapa 2 — Hidrdlisis alcalina. En esta etapa se llevé a cabo la reaccion de
hidrolisis del cabello humano con el agente alcalino hidrolizante (Hidroxido de
sodio e hidréxido de calcio), con el objetivo de romper los enlaces del cabello
para asi iniciar la obtencion del hidrolizado de queratina:

Se dispuso de 150 ml de soluciéon del agente alcalino hidrolizante en un matraz
de 250ml de capacidad, esta solucion se llevo a calentamiento progresivo hasta

la temperatura deseada, utilizando un equipo de agitacion magnética.

Una vez alcanzada la temperatura de trabajo, se afiadié la muestra de cabello
previamente pesada, cuidando que éstas no se adhieran en las paredes del

matraz, de manera seguida se encendio la agitacion por un tiempo definido.

Figura 11

Acondicionamiento del medio hidrolizante
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Etapa 3 —Hidrolisis enzimatica. El procedimiento empleado fue el siguiente.
Finalizada la hidrdlisis alcalina, se acondicion6 el medio (pH, temperatura) para
agregar la proteasa. Se bajé la temperatura hasta llegar a la deseada y se
neutralizé con &cido clorhidrico 1N y 0.1N hasta un pH entre 8 a 9. Se agreg6
proteasa en diferentes porcentajes (% v/v) con respecto al volumen remanente
de la etapa anterior.Se llevO a calentamiento esta solucion hasta una
temperatura deseada, utilizando el equipo de agitacibn magnética por un tiempo

determinado.

Una vez acabada la hidrolisis alcalina-enzimatica, se elevo la temperatura de la
solucion hasta 85 °C, dejandola a esa temperatura por 15 minutos, esto con el
fin de inactivar la proteasa. Luego se dejo enfriar en un bafio maria hasta

temperatura ambiente.

Etapa 4 — Filtracion. Con el objetivo de separar los residuos de cabello no
degradado y las sales formadas en la hidrolisis mixta se realizo la filtracion, es
aqui donde se separo el hidrolizado de queratina y los restos, para posteriores

andlisis y tratamientos.

Se filtré al vacio la mezcla obtenida, el hidrolizado de queratina (parte liquida) se

separd y se conservo en un matraz para su neutralizacion.
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Figura 12

Filtracion al vacio del hidrolizado de queratina

Etapa 5 — Neutralizacién. El pH de la solucién de hidrolizado de queratina es 8
a 9 aproximadamente, es por esto que se realiz6 la neutralizacién con &cido
clorhidrico 1IN y 0.1 N, hasta llegar a un valor de pH de 7 con un rango de error

de £ 0.5. Este sera el hidrolizado de queratina final deseado.

Etapa 6 — Lectura por el método de Lowry. Se muestrearon 5ml del hidrolizado
de queratina y fueron diluidas en un matraz aforado hasta 100 ml. Posteriormente
se sacaron muestras de 1 ml de esta dilucién para cuantificar el hidrolizado de

gueratina obtenido segun el método de Lowry.
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Figura 13

Determinacion de proteinas por método de Lowry

ol

4.2.2 Requerimientos

A) Materiales:

e Matraz de 250 mL de capacidad

e Tapon de jebe (diametro de 5 cm)

e Espatula

e Matraz kitasato de 500ml de capacidad

e Gasa sintética

e Papelfiltro

e Fiola de 100 mL de capacidad

e Micropipetas (0,1 ml a 5ml de capacidad)

e Puntas plasticas para micropipetas

B) Reactivos:

e Agua destilada (conductividad menor a 5 us/cm)

e Hidréxido de calcio

e Tartrato de sodio y potasio
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e Hidréxido de sodio
e Sulfato de cobre
e Albimina de suero bovino

e Reactivo Folin-Ciocalteau

C) Equipos

e Agitador magnético Oxford Benchmate MHS-10L Velocidad: 200 a 2200
RPM, temperatura del calentador: Ambiente (25 °C) a 320 °C

e Balanza analitica A&D Weighing GR-200 Capacidad: 210g Resolucion:
0.0001 g

e Espectrofotdmetro UV-VIS VARIAN Cary 50 longitud de onda: 190 a 1100
nm

e Equipo de filtracién al vacio

e Potenciometro Hanna Edge pH -2.00 a 16.00 pH +1000.0 mV

e Estufa Memmert (5-300 °C)

4.3 Poblacién y muestra

4.3.1 Poblacion

No aplica, por ser estudio experimental
4.3.2 Muestra

Las muestras de residuo de cabello fueron obtenidas de una peluqueria llamada
Aramis Kids, especializada en nifios, ubicada en el distrito de San Miguel. Estas
fueron recolectadas cada semana en bolsa con 5 kg de cabello de nifios

proporcionado por el personal de limpieza.

Para las corridas experimentales se trabajaron con 2 gramos de muestras de

cabello limpio, seco y de tamafio reducido.

63



4.4 Lugar de estudio y periodo desarrollado

El presente trabajo se realiz6é en el Laboratorio de Investigacion del Instituto de
Investigacion Especializado en Agroindustrias (IIEA-UNAC) y el Laboratorio de
Investigacion de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional
del Callao (FIQ-UNAC). El periodo de desarrollo fue comprendido entre el 2019
y el 2021.

4.5 Técnicas e instrumentos para recolecciéon de la informacion

El desarrollo del presente trabajo de investigacion ha utilizado técnicas,
procedimientos e instrumentos para la observacion, registro de datos, resultados
de los analisis y mediciones realizadas, requiriendo implementar el laboratorio

con equipos, materiales y reactivos.
45.1 Técnicas paralarecoleccion de informacion

A) Determinacion de proteinas (Método de Lowry). EI método de Lowry
(Lowry et al., 1951) es un método colorimetro de valoracion cuantitativa de las
proteinas. A la muestra se le afiade un reactivo que forma un complejo coloreado
con las proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la concentracion

de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer. Este método consta de dos etapas:

1) Los iones Cu*?, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando
complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos
complejos Cu*? proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan el
desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los
residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de la
reaccion. El Cu*? se mantiene en solucion alcalina en forma de su complejo de

tartrato.

2) La reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau por
los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las
proteinas, actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del
reeactivo Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotungstico, de color amarillo,
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gue al ser reducido por los grupos feélicos da lugar a un complejo de color azul

intenso.

B) Determinacion de potencial de hidrégeno (pH). Puesto que las
concentraciones de los iones H+ y OH- en disoluciones acuosas con frecuencia
son numeros muy pequefios y, por lo tanto, es dificil trabajar con ellos, Sorensen
(Bioguimico danés, escribié originalmente el simbolo como pH y designo a la p
como “el exponente del ion hidrégeno”) propuso, en 1909, una medida mas

practica denominada pH.

El pH de una disolucion se define como el logaritmo negativo de la concentracion
del ion hidrégeno (en mol/L): pH=-Log[H+]. En el laboratorio, el pH de una
disolucion se mide con un medidor de pH o mas conocido como pH-metro.
(Chang, 2010).

C) Técnica de filtracion al vacio. Es un método de separacion que nos
permite separar un sélido de un liquido. La filtracidon al vacio o por succién es
mas rapida que la filtracion por gravedad, la fuerza que hace caer la solucion
filtrada es la succidén que se genera al crear una zona de depresion. Aqui, la
fuerza que empleamos es mucho mas grande que el peso de la solucién que se
filtra. (Grau & Gorchs, 2007).

Los materiales para realizar esta técnica son: Matraz kitasato, manguera de
silicona, corcho de goma, embudo blchner, bomba de vacio y papel filtro. La
manguera de silicona debe conectarse por un extremo a la salida lateral del
matraz kitasato, y el otro extremo de la manguera debe conectarse a la bomba
de vacio. Un embudo de Blchner se coloca mediante un corcho de goma sobre

el kitasato, fijandose bien.

De manera seguida se coloca un papel filtro dentro del embudo Blchner, cabe
resaltar que el tamafio del papel debe ser exacto al tamafio del Bichner, todos
los orificios del embudo deben quedar tapados por el papel. Para fijar el papel

filtro se recomienda afadir unas gotas de agua.
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D) Técnica de centrifugaciéon. Proceso en el cual la sedimentacion se
acelera por la aplicacion de una fuerza centrifuga. A través de este procedimiento
se separan materiales de diferente densidad aplicando una fuerza superior a la
de la gravedad.

45.2 Instrumentos de recoleccion de datos

En la presente investigacion se utilizaron tablas de disefio experimental, las

cuales relacionan las variables trabajadas en cada etapa (ver inciso 4.1.3).
4.6 Analisis y procesamiento de datos

El andlisis y procesamiento de datos con apoyo de la estadistica descriptiva e
inferencial se realiz6 usando los programas de Minitab 19 y Excel; se evalué la
influencia de las variables y sus interacciones, esto a través de graficas de
efectos principales, graficas de contorno para las variables con el objetivo de
analizar los datos y a partir de ello poder determinar cuéles presentaron un mejor
comportamiento para el proceso de obtencion de hidrolizado de queratina.

Figura 14

Uso del DOE en el Software Minitab 19

4.6.1 Determinacién del tipo de cabello

Las muestras de cabello de una mujer, un varoén y un nifio, se someten al

tratamiento de hidrolisis para determinar proteinas con los reactivos alcalinos.
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4.6.2 Determinaciéon de curva patréon para determinar proteinas

Hay que resaltar que, para la determinacion de proteina en el hidrolizado de
gueratina, se esta usando el método de Lowry, el cual afiade un reactivo (Folin
Ciocalteau) para formar un complejo de color siendo su intensidad proporcional
a la concentracion de proteina, y poder realizar la medicibn mediante su
absorbancia leida en un espectrofotometro y con ayuda de la curva de
calibracion elaborada cada dia de analisis usando de patron la albimina de suero
bovino. (Lowry et al., 1951).

A manera de ejemplo, en la figura 15 se puede observar que con los resultados
de las absorbancias correspondientes a los patrones con concentracion
conocida de proteina (usando albumina de suero bovino segun la metodologia
de Lowry), se puede elaborar una curva de calibracion de la cual se obtiene una
ecuacion lineal (Absorbancia = Constante*Concentracion + intercepto). Con
esta ecuacion se puede determinar la concentracion de cada muestra analizada,
utilizando el valor de la absorbancia determinada. Esto segun la ley de Lamber-
Beer. Esta concentracion obtenida sera de la alicuota tomada, multiplicada por
el factor de dilucion de obtiene la concentracion real de la muestra

(Concentracion real = Concentracion alicuota * Factor de dilucién).

Figura 15

Elaboracion de la curva de calibracién

Curva de calibracién concentracion vs absorbancia Concentracion vs Absorbancia
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados descriptivos
5.1.1 Seleccion de tipo de cabello

Esta etapa se trabajo con 2 g de residuo de cada tipo de cabello de tamafios
menores a 1 cm, manteniendo fijos el tiempo de reaccidn por 8 h, agitacién a 400
RPM, concentracion de agentes alcalinos en 0.4% p/v, temperatura de reaccion
a 60 °C.

En la tabla 11 se muestran los valores promedio de concentracion de queratina
en los hidrolizados con NaOH fueron 2.71, 2.79 y 2.85 mg/mL; en el caso del
Ca(OH):2 fueron de 2.50, 2.63 y 2.92 mg/mL, para las muestras de cabello de
mujeres, hombres y nifios, respectivamente. La curva patron usada en el método

de Lowry para obtener estos resultados se muestran en la tabla 24 de anexos.

Tabla 11

Concentracion de hidrolizado de queratina obtenida segun en el tipo de cabello

humano
Promedio de
N° o Tipo de Tipo de Concen_tracién de corjcen_tracién de
Experimento Réplica Cabello  hidrolizante hldrqllzado de h|droI|zac_io de
gueratina(mg/mL) queratina
(mg/mL)
1 1 Mujer Ca(OH): 2.63 571
2 2 Mujer Ca(OH): 2.78 '
3 1 Hombre Ca(OH): 2.77 279
4 2 Hombre Ca(OH): 2.82 '
5 1 Nifio Ca(OH): 2.86 585
6 2 Nifio Ca(OH): 2.85 '
7 1 Mujer NaOH 2.44 250
8 2 Mujer NaOH 2.57 '
9 1 Hombre NaOH 2.59 263
10 2 Hombre NaOH 2.67 '
11 1 Nifio NaOH 2.92 292
12 2 Nifio NaOH 2.92 '
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Figura 16

Grafica de efectos principales segun tipo de cabello y tipo de hidrolizante

alcalino

Medias de datos

Grafica de efectos principales para Conc. proteina (mg/ml)
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Figura 17

Grafica de interaccion segun tipo de cabello y tipo de hidrolizante alcalino

Grafica de interaccion para Conc. proteina (mg/ml)
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En la figura 16 se presenta la gréafica de los efectos principales del tipo de cabello
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y el hidrolizante, y la figura 17 muestra la gréfica de la interaccion de estos dos
factores, en lo concerniente a la interaccion se puede observar que las rectas no
se cruzan, lo que significa que el tipo de hidrolizante no afecta el comportamiento
de los resultados del tipo de cabello, esto es, como se aprecia la concentracion
media de proteina en los nifios es mayor cuando se analiza con el tipo Ca(OH)2

y también es mayor con el tipo NaOH.

Respecto a los efectos principales de los factores, en el tipo de cabello se puede
apreciar que la mayor cantidad de proteina era el de nifio, y respecto al
hidrolizante se muestra la ventaja de trabajar con hidroxido de calcio que con la

base de sodio.
5.1.2 Seleccién del agente alcalino hidrolizante

En esta etapa se trabajé con 2 g de residuo de cabello de nifio (<1 cm),
manteniendo fijos el tiempo de hidrolisis alcalina por 8 h, agitacion a 400 RPM,
concentracion de agentes alcalinos en 0.4% pl/v, temperatura de reaccién a 60
°C.

La tabla 12 muestra los resultados de realizar las pruebas experimentales para
seleccion del agente alcalino hidrolizante. En la figura 18 se presenta la grafica
de los efectos principales del tipo de hidrolizante y el tiempo de reaccion, también
la figura 19 de la interaccion de estos dos factores, en lo concerniente a
interaccidn se puede observar que se tiene aproximadamente dos rectas con
una ligera curvatura, con la caracteristica general que se superponen y no se
cortan, lo que significa que el tiempo de reaccion no afecta el comportamiento
de los resultados del tipo de hidrolizante. La curva patron usada en el método de

Lowry para obtener estos resultados se muestran en la tabla 25 de anexos.

Se presenta también los efectos principales de los factores, en el tipo de
hidrolizante se puede apreciar que no existe una diferencia marcada en la
cantidad de proteina entre ambos agentes alcalinos hidrolizantes (NaOH vy
Ca(OH)2). Sin embargo, el hidrolizado de queratina obtenido con NaOH present6

una coloracion oscura, ya que al ser una base fuerte, no solo logré romper los
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enlaces disulfuro de la queratina sino también degrad6 los enlaces de la
melanina; en contraste con el Ca(OH)2 que tuvo una coloracion amarilla brillante,
color caracteristico de la queratina (ver figura 20). Este fue el principal motivo por
el que se eligié trabajar con hidréxido de calcio, ya que deja el hidrolizado libre

de melanina (pigmento), reduciendo asi etapas posteriores de purificacion.

Tabla 12

Resultados de seleccidon de agente alcalino hidrolizante

N° Tipo de Tiempo  Concentracion de hidrolizado de
Experimento Hidrolizante (h) gueratina (mg/ml)
1 NaOH 1 0.24
2 NaOH 2 0.32
3 NaOH 3 0.58
4 NaOH 4 0.81
5 NaOH 5 1.14
6 NaOH 6 1.47
7 NaOH 7 1.96
8 NaOH 8 2.64
9 Ca(OH), 1 0.04
10 Ca(OH)2 2 0.19
11 Ca(OH): 3 0.42
12 Ca(OH), 4 0.72
13 Ca(OH), 5 1.21
14 Ca(OH): 6 1.54
15 Ca(OH). 7 1.96
16 Ca(OH), 8 2.66
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Figura 18

Efectos principales segun agente alcalino

Media

Grafica de efectos principales para Conc. proteina (mg/ml)
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Figura 19

Interaccion segun agente alcalino
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Figura 20

Imagen de hidrolizados de queratina obtenidos para dos tipos de agentes

alcalinos

5.1.3 Determinacién de la concentracion del agente alcalino hidrolizante

A continuacion, se muestran los resultados de realizar las pruebas
experimentales para la determinacion de la concentracion del agente alcalino
hidrolizante. Se trabajé con 2 g de residuo de cabello de nifio (<1 cm),
manteniendo fijos el tiempo de hidrolisis alcalina por 8 h, agitacién a 400 RPM.
La tabla 13 muestra estos resultados y la curva patron usada en el método de
Lowry para obtenerlos se muestran en la tabla 26 de anexos.

En la figura 21 se presenta la grafica de los efectos principales de la temperatura
y la concentracion del agente alcalino Ca(OH)2, y también la figura 22 de la
interaccion de estos dos factores, en lo concerniente a interaccion se puede
observar que las rectas no son paralelas, esto indica que la interaccion es
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significativa; con respecto a los efectos principales de los factores, se puede
apreciar que al aumentar la concentracion de Ca(OH)z y la temperatura, aumenta

la concentracion del hidrolizado de queratina.

Para la seleccion de la concentracion optima del agente alcalino y temperatura
de hidrdlisis alcalina, se observa que se obtienen mayores valores de
concentracion de hidrolizado de queratina a una concentracion de Ca(OH)2 de
0.5% y una temperatura de trabajo de 80 °C. Esto se puede apreciar al observar
la figura 21 y figura 22, donde al aumentar la concentracion de Ca(OH): y la

temperatura, aumenta la concentracion del hidrolizado de queratina.

Tabla 13

Resultados de temperatura de hidrdlisis y concentracion de agente alcalino

Conc. L, Promedio de
d Concentracion {raci6
N° Temperatura € de hidrolizado concentracion
. L o agente . hidrolizado de
Experimento Réplica (°C) . de queratina X
alcalino (mg/mi) gueratina
(N) J (mg/mL)
1 1 40 0.1 0.12
2 2 40 0.1 0.09 0.10
3 1 40 0.3 0.27
4 2 40 0.3 0.34 0.30
5 1 40 0.5 0.38
6 2 40 0.5 0.38 0.38
7 1 60 0.1 0.55
8 2 60 0.1 0.54 0.54
9. 1 60 0.3 1.72
10 2 60 0.3 1.97 1.85
11 1 60 0.5 2.56
12 2 60 0.5 2.66 2.61
13 1 80 0.1 2.82
14 2 80 0.1 2.70 2.76
15 1 80 0.3 5.09
16 2 80 0.3 5.70 540
17 1 80 0.5 5.71
18 2 80 0.5 5.72 572
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Figura 21

Efectos principales de temperatura y concentracion de hidrolisis alcalina
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Figura 22

Interaccion de temperatura y concentracion de hidrolisis alcalina
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Por otro lado, seglin se muestra en la figura 23, el factor con mayor significancia

estadistica para el proceso de hidrolisis alcalina es la temperatura en
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comparacion a la concentracion de Ca(OH)2, por lo que fue necesario una

posterior optimizacion de este parametro a temperaturas mayores de 80°C.

Figura 23

Parametro de mayor significancia en hidrolisis alcalina

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Conc. proteina (mg/ml); o« = 0.05)
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5.1.4 Determinacion de la velocidad de agitacion

Para determinar la velocidad de agitacion optima se realiz6 un analisis ANOVA
variando la velocidad desde 200 RPM hasta 700 RPM. Se trabajo con 2 g de
cabello de nifio (<1 cm), manteniendo fijos el tiempo de hidrolisis alcalina por 6
h, concentracién de Ca(OH)2 0.5% p/v, temperatura de reaccion a 80 °C. La
tabla 14 muestra los resultados de esta etapa, ademas, la curva patrén usada en

el método de Lowry se muestran en la tabla 27 de anexos.

Se observg, mediante la figura 24, que a una menor velocidad de agitacion (200
RPM) se obtuvo una mayor concentracion de proteina (4.78 mg/mL en promedio)

en contraste a las otras velocidades de agitacion
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Tabla 14

Resultados de velocidad de agitacion

Promedio de

Concentracion de 2,
concentracion

N° Réplica Velocidad hidrolizado de de hidrolizado de

Experimento P (RPM) gueratina .
(mg/ml) queratina
9 (mg/ml)

1 1 200 5.00

2 2 200 4.13 478

3 3 200 5.21

4 1 300 3.97

5 2 300 3.76 3.78

6 3 300 3.63

7 1 400 3.26

8 2 400 3.52 3.96

9 3 400 3.01

10 1 500 3.67

11 2 500 3.86 3.62

12 3 500 3.33

13 1 600 2.99

14 2 600 2.95 298

15 3 600 3.02

16 1 700 2.08

17 2 700 2.84 2 60

18 3 700 2.88




Figura 24

Diagrama de cajas en la determinacion de velocidad de agitacion
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5.2.5 Determinacion de temperaturay tiempo de hidrélisis alcalina

Esta etapa se trabajé con 2 g de residuo de cabello de nifio (<1 cm), manteniendo
fijos el tiempo de hidrolisis alcalina por 6 h, concentracion de agente alcalino
0.5% p/v de Ca(OH)2, velocidad de agitacion de 200 RPM. La tabla 15 reporta
los resultados del analisis de temperatura 6ptima de hidrdlisis alcalina, mientras
gue la curva patrén usada en el método de Lowry para obtenerlos se muestran

en la tabla 28 de anexos.

Se evidencia en la figura 25 que, en las tres primeras horas de hidrélisis alcalina
a 95 °C, la concentracion de proteina asciende de manera significativa en
comparacion a las horas sucesivas, por lo que se resolviod trabajar con un periodo
de 3 horas para la fase alcalina, para optimizar el proceso. Ademas, la figura 26
muestra el grado de significancia de la interaccion entre tiempo y temperatura de
hidrolisis alcalina, los cuales son parametros importantes en esta etapa. Similar
resultado se puede ver en la figura 27, donde se muestra que, en las tres
primeras horas de hidrdlisis alcalina a 95 °C, la concentracion de proteina

asciende de manera significativa en comparacion a las horas sucesivas.
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Tabla 15

Resultado de temperatura y tiempo de hidrolisis alcalina

Temperatura

Tiempo
(horas)

Concentracion de hidrolizado de
queratina(mg/ml)

80

85

90

95

1

o O~ WODN FP O O B~ WODNPFP O OO B~ WODNPFP O O &~ wDbdN

0.96
2.61
3.82
4.52
4.75
4.78
0.38
3.89
4.48
5.28
6.39
6.10
1.59
4.52
5.59
5.79
6.08
6.21
4.23
6.52
7.04
6.39
6.68
6.79
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Figura 25

Efectos principales de temperatura y tiempos de hidrolisis alcalina

Grafica de efectos principales para Conc. proteina (mg/ml)
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Interaccion de temperatura y tiempos de hidrolisis alcalina

Grafica de interaccion para Conc. proteina (mg/ml)
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Figura 27

Determinacion de tiempo de hidrolisis alcalina a 95°C
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5.1.6 Determinacion de parametros 6ptimos de hidrélisis mixta

A continuacion, se muestran los resultados de realizar las pruebas
experimentales para la determinacion de parametros éptimos de hidrélisis mixta,

la cual se realizé en dos etapas.
A) Primera etapa

La primera etapa se realizd con 2 g de residuo de cabello de nifio (<1 cm),
manteniendo fijos el tiempo de hidrolisis alcalina por 6 h, concentracion de
agente alcalino 0.5% p/v de Ca(OH)2, velocidad de agitacion de 200 rpm,
temperatura de hidrolisis alcalina a 80 °C y el tiempo de hidrolisis enzimatica por
6 h.

Se muestra en la tabla 16, los resultados de la primera etapa para determinar
parametros 6ptimos de la hidrolisis mixta. La curva patrén usada en el método

de Lowry para obtener estos resultados se muestran en la tabla 29 de anexos.

La figura 28 muestra la grafica de los efectos principales de la concentracion de
proteasa y la temperatura, mientras que la figura 29 muestra la interaccion de

estos dos factores. Respecto a la interaccién se puede observar que las rectas
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son paralelas, esto indica que no existe interaccion. La figura 30 muestra las
interacciones entre las variables de operacion, siendo evidente que la
concentracion de proteasa es la mas significativa para obtener una mayor
concentracion final de hidrolizado de queratina. La figura 31 se muestra la gréfica
de contorno de la superficie que permite apreciar los valores y rangos Optimos

de la concentracidn de proteina en el proceso de hidrélisis mixta.

Tabla 16

Resultados temperatura y concentracion de hidrolisis enzimatica

Promedio de
concentracion
de hidrolizado

de queratina

Concentraciéon

o Concentracion de hidrolizado
N Temperatura .
de queratina

Experimento Réplica enzima °C)

(% viv) (mg/ml) (mg/ml)
1 1 1 40 5.02
2 2 1 40 5.75 5.30
3 3 1 40 5.13
4 1 1 60 5.68
5 2 1 60 3.81 459
6 3 1 60 4.28
7 1 5 40 7.43
8 2 5 40 7.31 7 29
9 3 5 40 7.14
10 1 5 60 6.98
11 2 5 60 6.43 6.74
12 3 5 60 6.82
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Figura 28

Efectos principales de temperatura y concentracion en hidrolisis enzimatica

Medias de datos
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Figura 29

Interaccion de la temperatura y concentracion en hidrolisis enzimatica

Grafica de interaccion para Conc. proteina (mg/ml)
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Figura 30

Determinacion del parametro de mayor significancia de hidrélisis enzimatica

Grafica de Pareto de efectos estandarizados
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Figura 31

Gréfica de contorno de parametros 6ptimos de hidrélisis enzimética
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B) Segunda etapa

La segunda etapa se trabajé con 2 g de cabello de nifio (<1 cm), manteniendo
fijos el tiempo de hidrolisis alcalina por 3 h, concentracion de 0.5% p/v de
Ca(OH)2, velocidad de agitacion de 200 RPM, tiempo de hidrolisis enzimética 5

h y temperatura de hidrolisis enzimatica de 40 °C.

La tabla 17 detalla los resultados obtenidos después de hidrolizar con proteasa
las muestras tratadas con agente alcalino. Los resultados mostraron que a bajas
temperaturas de hidrolisis enzimética (40 °C) y altas concentraciones de
proteasa (5% v/v) se logra mejores resultados de proteina en el hidrolizado de
queratina (7,29 mg/ml). La curva patrén usada en el método de Lowry para

obtener estos resultados se muestran en la tabla 30 de anexos.

Tabla 17

Resultados de optimizacion de la hidrolisis mixta

L Promedio
Temperatura L Concentracion iy
o N Concentracion . . concentracion
N . hidrolisis del hidrolizado o
) Réplica . Proteasa . del hidrolizado
Experimento alcalina Yo/ de queratina d .
°C) (%viv) (mg/ml) e queratina
(mg/ml)
1 1 85 1 7.31
7.34
2 2 85 1 7.38
3 1 85 5 11.18
11.05
4 2 85 5 10.92
5 1 90 1 9.55
9.51
6 2 90 1 9.47
7 1 90 5 11.24
11.49
8 2 90 5 11.73
9 1 95 1 11.30
11.04
10 2 95 1 10.78
11 1 95 5 12.05
12.11
12 2 95 5 12.16

85



Al observar la figura 32 encontramos que a mayor temperatura en la hidrélisis
alcalina y mayor concentracion de proteasa se obtiene mayor cantidad de

hidrolizado de queratina.

La figura 33 muestra las interacciones que presentan estos parametros es
significativa, siendo importante su influencia sobre el hidrolizado de queratina a
obtener. Por otro lado, en la figura 34, se evidencia que el factor con mayor
significancia estadistica en el caso de hidrolisis mixta es la concentracion de
proteasa en comparacion a la temperatura de hidrdlisis alcalina.

Segun la optimizacion de los parametros de operacion de la hidrolisis mixta se
determind que a temperaturas de 95 °C en el proceso de hidrolisis alcalina y a
5% v/v de concentracion de proteasa en la hidrolisis enzimatica se lograron las
mayores concentraciones de proteina en el hidrolizado de queratina en promedio
12.11 mg/ml.

Figura 32
Efectos de la temperatura de etapa alcalina y concentracion proteasa para la

hidroélisis mixta

Grafica de efectos principales para Conc. proteina (mg/ml)
Medias de datos
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Figura 33

Interacciones de parametros en la hidrolisis mixta

Grafica de interaccion para Conc. proteina (mg/ml)
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5.1.8 Rendimiento

e Cabello inicial (materia prima): 2 gramos

e Cantidad de queratina teorica en el cabello humano: 90% (Villa et al.,
2013).

e Solucion hidrolizante: 150 (inicialmente), después de sacar muestras de
5ml (8 tomas): 110 ml

e Concentracion promedio de proteina obtenida después del proceso de
hidrolisis mixta: 12.11 mg/mL

e Rendimiento del proceso de obtencion de proteina:

mg
12.11 L 110ml

%R =
o 2g*0.90+1000mg/1g

*100% = 74.0 %

%R =74.0%
5.2 Resultados inferenciales

A fin de determinar si los efectos de los factores son significativos se usara el

andlisis de varianza.

5.2.1 Seleccién del agente alcalino hidrolizante

En la tabla 18 se presenta la comparacion de medias de la concentraciéon de
proteina en cada tipo de hidrolizante mediante la prueba T de Student, se
observa que no hay una diferencia significativa (p=0.907) en los resultados de
proteina del hidrolizado de queratina usando NaOH (1.15 mg/mL) y Ca(OH)2
(2.09 mg/mL) como agente hidrolizante. Se eligioé trabajar con el hidréxido de

calcio Ca(OH)2 por sus buenas propiedades.
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Tabla 18
Comparacion de medias de la concentracion de proteina (mg/ml) para cada tipo

de agente alcalino, segun prueba t-Student

Hidrolizante Numero de Media Desylauon Significancia
muestras estandar (p)
NaOH 8 1.15 0.84
0.907
Ca(OH): 8 1.09 0.92

5.2.2 Determinacion de la concentracién del agente alcalino hidrolizante

La cantidad de proteina obtenida a partir del cabello humano en este caso
(controlada por pruebas de 2 factores) se describen mediante la ecuacion lineal

de la siguiente manera:
y =k + A.b1 + B.b2 + AB.b12

Donde, A, B factores bajo observacion durante la hidrolisis (A: temperatura en
°C, B: concentracion del agente alcalino Ca(OH)2 en % p/v; AB, elemento de
interaccion; k, b1, bz, biz, coeficientes de regresion. Al descomponer el cabello

humano con la hidrdlisis alcalina, la ecuacion es la siguiente:
y =-2.664 + 0.05875A - 5.638B + 0.1675AB

El alto factor de correlacion (R?=93.7%) indica que el 93.7% de la variabilidad de
la respuesta observada (cantidad de proteina obtenida) explicada por los
factores variables (A, B) se describen mediante la ecuacion lineal presentada.

En la tabla 19 se muestra el analisis de varianza, se observa que la temperatura
y la concentracion del agente alcalino afectan significativamente (p<0.05) la
concentracion de proteina. Ademas, la interaccion (temperatura-concentracion
agente alcalino) es estadisticamente significativa (p<0.05) entre estos factores.
Para la seleccién de la concentracion 6ptima del agente alcalino y temperatura
de hidrdlisis alcalina, se evalué la grafica de contorno de la superficie generada

por la ecuacion de prediccion de la cantidad de queratina obtenida, la cual se
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presenta en la figura 35, al examinar dicha grafica se indica que la cantidad de
proteina obtenida maxima se consigue con concentraciones de agente alcalino
mayores y temperaturas mayores, eligiendo entonces una concentracion de
hidrolizado de queratina a una concentracion de Ca(OH)2 de 0.5% p/v y una

temperatura de trabajo de 80 °C.

Tabla 19
Andlisis de varianza de la concentracion de proteina (mg/ml) para los factores

temperatura y concentracién de agente alcalino, segun prueba F

SC MC
ajust. ajust.

2 59.4416 59.4416 29.7208 1150.48 0.000

Fuente GL SC sec. F P

Factor A: Temperatura de
hidrolisis alcalina
Factor B: Concentracion

: 2 10.3291 10.3291 5.1645 199.92 0.000
agente alcalino

Interaccion AB 4 4.6298 4.6298 1.1575 44.80 0.000
Error 9 0.2325 0.2325 0.0258
Total 17 74.6330
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Figura 35
Grafica de contorno de la concentracion de proteina para los factores

temperatura y concentracion de agente alcalino
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5.2.3 Determinacién de la velocidad de agitacién

En la tabla 20 se presenta analisis de varianza para la comparaciéon de medias
variando las velocidades desde 200 RPM hasta 700 RPM (mostrados en la tabla
18), y se concluye que las medias de los tratamientos difieren, es decir, la
velocidad de agitacién afecta de manera significativa (p < 0.05) a la cantidad de

proteina obtenida.
Tabla 20
Andlisis de varianza de la concentracion de proteina (mg/ml) para el factor

velocidad de agitacion, segun prueba F

Concentracién de Suma de Media
. I " F p
proteina cuadrados cuadratica
Entre grupos 8.593 5 1.719 14.754 0.000
Dentro de grupos 1.398 12 0.116
Total 9.991 17
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En la figura 24 vista anteriormente, se muestra los diagramas de cajas para la
concentracion de proteina con cada nivel de velocidad de agitacion, y realizando
comparaciones multiples se puede observar que la velocidad de agitacion de 200
RPM produce la cantidad de proteina méxima.

5.2.4 Determinacion de temperaturay tiempo de hidrélisis alcalina

La cantidad de proteina obtenida a partir del cabello humano en este caso
(controlada por pruebas de 2 factores) se describen mediante la ecuacion lineal
de la siguiente manera: (en el modelo no se considera la interaccion de los

factores, pues segun se evidencié en la figura 22, no existe interaccion)
y=k+ A.b1+B.b2

Donde, A, B factores bajo observacion durante la hidrélisis (A = temperatura en
°C, B =tiempo de hidrolisis alcalina en horas; k, b1, bz, coeficientes de regresion.
De esta manera, podemos afirmar que al descomponer el cabello humano con

la hidrélisis alcalina, la ecuacion es la siguiente:
y =-12.9199 + 0.17297A + 0.74093B

El factor de correlacion (R2= 76.6%) indica que el 76.6% de la variabilidad de la
respuesta observada (cantidad de proteina obtenida) explicada por los factores
variables (A, B) se describen mediante la ecuacion lineal presentada.

En la tabla 21 se muestra el analisis de varianza, se observa que la temperatura
y el tiempo de hidrolisis alcalina afectan significativamente (p < 0.05) a la

concentracion de proteina.

Para determinacion de temperatura y tiempo Optimos de hidrdlisis alcalina, se
evalud la gréafica de contorno de la superficie de respuesta generada por la
ecuaciéon de prediccion de la cantidad de proteina obtenida, la cual se presenta
en la figura 36, al examinar dicha gréfica se indica que la cantidad de proteina
obtenida maxima se consigue con temperaturas altas y tiempos de hidrolisis a
partir de tres horas, por lo que se resolvié trabajar a una temperatura de 95 °C y

con un periodo 3 horas para la fase alcalina, para optimizar el proceso.
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Tabla 21

Andlisis de varianza de la concentracion de proteina (mg/ml) para los factores

temperatura y tiempo de hidrolisis alcalina, segun prueba F

Fuente GL SC sec. SC MC F P
ajust. ajust.

Factor A-Temperaturade 5 559070 231070 7.7023  20.20  0.000
hidrolisis alcalina
Factor B: Tiempo de 5 50.6062 50.6062 10.1212 26.54 0.000
hidrélisis alcalina
Error 15 57208 57208 0.3814

Total 23 79.4340
Figura 36

Grafica de contorno de la concentracion de proteina para los factores
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5.2.5 Determinacion de parametros optimos de hidrélisis mixta

La cantidad de proteina obtenida a partir del cabello humano en este caso

(controlada por pruebas de 2 factores) se describen mediante la ecuacion lineal

de la siguiente manera:
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y =k + A.b1 + B.b2 + AB.b12

Donde, A, B factores bajo observacion durante la hidrdlisis (A = concentracion
de proteasa en %v/v, B = temperatura en °C; AB elemento de interaccion; k, bz,

b2, b2, coeficientes de regresion.

Al descomponer el cabello humano con la hidrolisis enzimatica, la ecuacion es la

siguiente:
y = 6.30167 + 0.41833A -0.0375B + 0.002AB

El alto factor de correlacion (R?=85.4%) indica que el 85.4% de la variabilidad de
la respuesta observada (cantidad de proteina obtenida) explicada por los

factores variables (A, B) se describen mediante la ecuacion lineal presentada.

En la tabla 22 se muestra el andlisis de varianza, se observa que solo la
concentracion de proteasa afecta significativamente (p<0.05) la concentracién
de proteina, la temperatura no tiene un efecto significativo a un nivel de
significancia de 0.05. Ademas, la interaccién (concentracion de proteasa-
temperatura) no es estadisticamente significativa (p=0.807), es decir no existe

interaccion entre los factores.

La figura 37 muestra los resultados obtenidos después de hidrolizar con proteasa
las muestras tratadas con agente alcalino. Los resultados mostraron que a bajas
temperaturas de hidrolisis enzimética (40 °C) y altas concentraciones de
proteasa (5% v/v) se logra mejores resultados de proteina en el hidrolizado de
queratina (7,29 mg/ml) vista, y que se muestra también en la figura 38 (grafico

de cubos, de las medias de los datos) donde se aprecia estos valores 6ptimos.
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Tabla 22

Andlisis de varianza de la concentracion de proteina (mg/ml) para los factores

concentracion de proteasa y temperatura de hidrolisis enziméatica, segun

prueba F
Fuente GL SC sec. SC MC F p
ajust. ajust.
Factor A: Concentracionde ;159961 128961 12.8961 42.90 0.000
proteasa
Factor B: Temperatura 1 11907 11907 1.1907 3.96 0.082
hidrolisis enziméatica (°C)
Interaccion AB 1 00192 00192 00192 006
Error 8 24049 24049  0.3006 '
Total 11 16,5110
Figura 37

Gréfica de contorno de la concentracion de proteina para los factores

concentracion de proteasa y temperatura de hidrolisis enzimética
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Figura 38
Grafica de cubos (medias de los datos) de la concentracion de proteina para

los factores concentracion de proteasa y temperatura de hidrolisis enzimatica

Grafica de cubos (medias de los datos) para Conc. proteina (mg/ml)
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La cantidad de proteina obtenida a partir del cabello humano en este caso
(controlada por pruebas de 2 factores) se describen mediante la ecuacion lineal

de la siguiente manera:
y =k + A.b1 + B.b2 + AB.b12

Donde, A, B factores bajo observacién durante la hidrolisis (A = temperatura de
hidrélisis alcalina en °C, B = concentracion de proteasa en %v/v; AB elemento

de interaccion; k, b1, bz, b1z, coeficientes de regresion.

Al descomponer el cabello humano con la hidrélisis mixta, la ecuacion es la

siguiente:
=-30.459 + 0.4355A + 6.5021B — 0.066AB

El alto factor de correlacion (R?=98.5%) indica que el 98.5% de la variabilidad de
la respuesta observada (cantidad de proteina obtenida) explicada por los

factores variables (A, B) se describen mediante la ecuacion lineal presentada.
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En la tabla 23 se muestra el analisis de varianza, se observa que la temperatura
en hidrdlisis alcalina y la concentracion de proteasa afectan significativamente
(p<0.05) la concentracién de proteina. Ademas, la interaccion (temperatura en
hidrélisis alcalina-concentracion de proteasa) es estadisticamente significativa

(p<0.05) entre estos factores.

Por otro lado, se evidencia que el factor con mayor significancia estadistica en
el caso de hidrolisis mixta es la concentracion de proteasa en comparacion a la
temperatura de hidrdlisis alcalina y la interaccidon entre estos 2 factores, ya que

presenta un mayor valor estadistico F comparado con los otros.

En la figura 39 se muestra la gréfica de contorno de la superficie de respuesta
generada por la ecuacion de prediccion de la cantidad de proteina obtenida, se
observa que a mayor temperatura en la hidrélisis alcalina y mayor concentracion
de proteasa se obtiene mayor cantidad de hidrolizado de queratina, y las
concentraciones maximas alcanzadas segun la temperatura de hidrdlisis alcalina
y concentracion de proteasa en la hidrdlisis son superiores a los 12 mg/ml de
concentracion de proteina obtenida. Siendo las mayores concentraciones de
hidrolizado de queratina, en promedio de 12.11 mg/ml, (ver también figuras 32 y
33).

Tabla 23
Andlisis de varianza de la concentracion de proteina (mg/ml) para el factor

temperatura de etapa alcalina y concentracion de proteasa de etapa

enzimatica, segun prueba F

Fuente GL  SC sec. SC MC F p
ajust. ajust.

2 11.3150 11.3150 5.6575 112.87 0.000

Factor A: Temperatura de
hidrdlisis alcalina
Factor B: Concentracion de

oroteasa 1 151650 15.1650 15.1650 302.54 0.000
Interaccion AB 2 35069 35969 1.7984 3588 0.000
Error 6 03008 0.3008 0.0501

Total 11  30.3776
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Figura 39
Grafica de contorno de la concentracion de proteina para los factores
temperatura en hidrdlisis alcalina y la concentracién de proteasa en hidrolisis

enzimatica
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Contrastacion y demostracion de la hipotesis con los resultados
Las hipotesis que se plantearon son:
Hipotesis Especifica

e Las caracteristicas del residuo de cabello humano generado en las
peluquerias deben ser de un tamafio menor a 1 cm, sin tratamiento

quimico/térmico.

Las dimensiones de residuo de cabello humano utilizadas fueron de tamafio
menor a 1 cm, esto con el fin de generar una mayor superficie de contacto para

promover una mejor reaccion, segun la teoria de las reacciones quimicas.

Se determiné que el tipo de cabello con una mayor cantidad de proteina era el
de nifio. Debido a esto, en los experimentos posteriores se utiliz6 como materia
prima unicamente cabello de nifio recolectado de la peluqueria ARAMIS KIDS
ubicada en Plaza San Miguel.

e La hidrdlisis alcalina del cabello humano con hidroxido de calcio, al 0.5%
p/v, 95 °C, 200 RPM por 3 horas de reaccion, logra obtener hidrolizado de

queratina con una concentracion de proteina de 5 mg/mL.

Se determinaron que los parametros 6ptimos de la hidrdlisis alcalina fueron 95
°C, concentracion de Ca(OH)2: 0.5% p/v y velocidad de agitacion 200 RPM
durante 3 horas de reaccion, logrando obtener una concentracion de hidrolizado
de queratina de 7.04 mg/ml, superando el valor planteado en la hipotesis.

e La hidrolisis enzimatica con proteasa al 5% v/v, 40 °C, 200 RPM por 5
horas, logra incrementar la concentracion de proteina del hidrolizado

alcalino hasta 10 mg/mL.

La hidrdlisis enzimatica con las condiciones descritas logré incrementar la

concentracion del hidrolizado de queratina desde 7.04 mg/mL hasta 12.11
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mg/mL, superando el valor previsto.
Hipotesis General

e La hidrdlisis en condiciones Optimas garantiza un rendimiento del 60% en
la obtencion de queratina a partir del residuo de cabello humano generado

en las peluquerias.

De acuerdo con las investigaciones realizadas por Villa et al. (2013) y Cruz et al.
(2017), el porcentaje de queratina promedio en el cabello est4 entre 80 a 90%.
Tomando el promedio de estos valores, calculamos el rendimiento de obtencion
de hidrolizado de queratina, tal y como se observa en el punto “H” de resultados.
El rendimiento de nuestro proceso de hidrodlisis mixta fue de 74.0%, usando los
residuos de cabello de nifios como material queratinoso, superando el valor

planteado en la hipotesis.
6.2 Contrastacion de los resultados con otros estudios similares

Suarez (2017) en su trabajo de titulacién, realizé una hidrdlisis alcalina al residuo
de cabello humano, obteniendo una concentracion de proteina en el hidrolizado
de queratina de 7,53 mg/ml, utilizando como agentes hidrolizantes sulfuro de
sodio 0.45 M y 3.08 ml de perdxido de hidrégeno al 30% durante 4 horas de
reaccion. En el presente trabajo, no se utilizé6 sulfuro de sodio por su alta
toxicidad ya que, al ser una base fuerte, libera la melanina del cabello
contaminando el hidrolizado de queratina obtenido. En su reemplazo, se realizé
una hidrélisis alcalina-enzimatica y se usaron como agentes hidrolizantes el
Ca(OH)2 al 0.5% p/v y la proteasa al 5% v/v obteniendo una concentracion de

proteina en el hidrolizado de queratina de 12.11 mg/ml.

Por otro lado, Villa et al. (2013), realizo una hidrolisis enzimatica a las plumas de
pollo como material queratinoso con Bacillus subtilis durante 5 dias de
incubacion a 28°C, llegando a obtener una concentracién de 1.53 mg/mL de
proteina en el hidrolizado de queratina y un rendimiento del 42.8% del total de la
proteina tedrica. En contraste, la presente investigacion uso residuo de cabello

humano por su alta disponibilidad y potencial de reaprovechamiento que viene
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siendo desarrollado por diferentes investigadores. El rendimiento obtenido con
residuos de cabello humano, aplicando una hidrdlisis alcalina-enzimatica, fue de

74.0% relativo al total de proteina contenido en el cabello.

(Vega, 2014) realiz6é una hidrdlisis alcalina al pelambre vacuno en una relacién
de 6 g de pelambre/150 mL de solucion de Ca(OH)2 con una concentracion del
hidrolizante de 2% p/v, temperatura de 90 °C y 8 horas de reaccion, obteniendo
un porcentaje de conversion de 49.81% y concentracion de proteina total en el
liquido hidrolizado de 17.8 mg/ml determinado por el método de Kjeldhal. A raiz
de estos buenos resultados, nos basamos en estas condiciones de hidrolisis
alcalina (tipo de agente hidrolizante y temperatura) para hidrolizar 2 g de residuo
de cabello humano/150ml de solucion de Ca(OH)2 al 0.5% pl/v, temperatura 95
°C por 3 horas de reaccion, adicionando una etapa de hidrélisis enzimatica con
proteasa comercial para poder obtener un mayor rendimiento de hidrolisis
(74.0%) y concentracion de proteina en el hidrolizado de queratina (12.11 mg/ml)

determinada por el método de Lowry.

Krejci et al. (2011) en su investigacion realizaron una hidrdlisis alcalina-
enzimatica de lana de oveja, la cual tomamos como referencia del tipo de
hidrolisis para nuestra tesis. Dichos autores en su etapa alcalina utilizaron como
agente hidrolizante el Ca(OH)2 al 0.6% p/v durante 24 horas de reaccion a 80 °C;
nosotros trabajamos con menor concentracion de Ca(OH)2 (0.5% p/v), menor
tiempo de reaccion (3 horas) pero mayor temperatura (95 °C), dado que
previamente determinamos que la variable con mayor significancia en la etapa
alcalina era esta ultima. En la etapa enzimatica desarrollada por estos autores,
usaron la Esperasa 6.0 T como agente hidrolizante a una concentracién de 0.33
%p/v durante 24 horas a una temperatura de 60 °C, obteniendo como resultado
final de ambas etapas de hidrdlisis un porcentaje de degradacion de la lana de
oveja del 59.2 %. En la presente investigacion se trabajé con una etapa
enzimatica mas corta (5 horas), con la enzima proteasa al 5% p/v a una
temperatura de 40 °C, ya que se determino que en este caso la variable de mayor
significancia era la concentracion de agente hidrolizante, como resultado de

ambas etapas de hidrdlisis conseguimos un rendimiento del 74%.
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Finalmente, en las tesis de Coba & Rodriguez (2018), Chuquimango (2019) y
Benites (2020) de la Universidad César Vallejo, se obtuvieron porcentajes de
obtencién de queratina de 28.33%, 27.33% y 25.67% respectivamente mediante
una hidrdlisis alcalina utilizando hidroxido de calcio al 0.3 N, temperatura de 70
°C, velocidad de agitacion de 400 RPM y 6 horas de reaccion. En el caso de la
presente investigacion, se obtuvo un mejor resultado de porcentaje de obtencion
de queratina con un valor 74% a través de la hidrolisis mixta (alcalina-
enzimatica), que no solo presentd mejora en los resultados de obtencién sino en

ser mas eco amigable con el medio ambiente por el uso de enzimas.
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Tabla 24

Comparacion de parametros usados por otros autores

PARAMETROS USADOS

ETAPA ALCALINA ETAPA ENZIMATICA
. . Cantidad
Material Tiempo -
Autores Material Queratinoso Concentracion Concentracion total de de, Rend|m|ep,t 0
. Temperatura Agente Temperatura .| proteina |/ Conversion
Queratinoso | / Volumen Agente de agente - e de agente - reaccion .
g 9 LTS de reaccion | hidrolizante L de reaccién obtenida (%)
de solucion | hidrolizante | hidrolizante C) enzimatico hidrolizante °C) (h) ml
hidrolizante (% piv) (% piv) (mg/mi)
(g/ml)
Erazo | Residuo de
et al cabello 2/150 Ca(OH): 0.50 95.00 Proteasa 5.00 40.00 8.00 12.11 74.00
(2022) humano
Vega | Pelambre 4/100 Ca(OH): 2.00 90.00 No aplica 8.00 | 17.80 49.81
(2014) | de vacuno ' ' ' ' '
Suérez Residuo de
(2017) cabello 5/100 NazS 3.51 40.00 No aplica 4.00 7.53 No aplica
humano
Villa et Plumas de Bacillus
al. I 1/100 No aplica btili 108 celulas/ml 28.00 120.00 1.53 42.80
(2013) pollo Subtilis

103




6.3 Responsabilidad ética

Los autores de la presente investigacion se responsabilizan por la informacion
emitida en el presente informe, de acuerdo con el Reglamento del Cddigo de
Etica de la investigacion de la Universidad Nacional del Callao a través de la
Resolucién del Consejo Universitario N° 260-2019-CU.
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CONCLUSIONES

Las condiciones para obtener queratina a partir de residuos de cabello humano
generado en las peluquerias se dan mediante la hidrdélisis mixta de cabello de
nifos, llevandose a cabo con una primera etapa de hidrolisis alcalina usando
Ca(OH)2 como agente hidrolizante y una segunda etapa de hidrolisis enzimatica

usando proteasa comercial como agente hidrolizante.

Se determind que el residuo de cabello humano de nifios generado en las
peluquerias es la mejor materia prima para obtener una mayor cantidad de
proteina en el hidrolizado de queratina, obteniendo un rendimiento del 74%

comparado con residuos de cabellos de mujer y varén adultos.

Se determin6 que las mejores condiciones de hidrdlisis alcalina para la obtencién
queratina a partir del residuo de cabello humano de nifio son: temperatura de 95
°C, concentracion de Ca(OH)2 0.5% p/v, velocidad de agitacion de 200 RPM,
durante 3 horas de reaccién se logra obtener una concentracién de proteina de
7.04 mg/mL en el hidrolizado de queratina.

Se determind que las mejores condiciones de hidrdlisis enzimatica que
incrementan la concentracién de proteinas de los hidrolizados alcalinos, para la
obtencién de queratina a partir del residuo de cabello humano de nifio son:
temperatura de 40 °C, concentracion de proteasa 5% v/v, manteniendo velocidad
de agitacion de 200 RPM por 5 horas de reaccién, lo logra aumentar la

concentracion de proteina hasta 12.11 mg/mL en el hidrolizado de queratina.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios para aprovechar la melanina (pigmento) obtenida al realizar la

hidrélisis del cabello humano con hidréxido de sodio.

Desarrollar estudios posteriores sobre la aplicacion del hidrolizado de queratina
como materia prima para la formulacion de productos cosméticos como

shampoos, acondicionadores, entre otros.

Concentrar el hidrolizado de queratina por evaporacion para disminuir el

crecimiento microbiano y conservar por mas tiempo el hidrolizado obtenido.

Escalar a un piloto el proceso de hidrdlisis mixta, para poder obtener una mayor
cantidad de proteina en el hidrolizado de queratina y asi comercializarla, ya que

es una materia prima muy valorada en la industria cosmética.
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Anexo 1- Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADOR

General General General Variable dependiente

¢,Cudles  son las Determinar las La hidrélisis en condiciones Y1 Concentracion Y1.1 Peso de

condiciones de condiciones de O6ptimas garantiza un del hidrolizado de proteina por

hidrélisis para la hidrélisis para la rendimiento del 60% en la Y= Hidrolizado de queratina volumen de

obtencién queratina a obtencidn queratina obtenciéon de hidrolizado de queratina hidrolizado de

partir del residuo de a partir del residuo queratina a partir del residuo Y2 Rendimiento queratina.

cabello humano de cabello humano de cabello humano

generado en las generado en las generado en las Y2.1 % de

peluquerias? peluquerias. peluquerias. hidrolizado de
queratina obtenida
(hidrolizado de
queratina
obtenida/hidrolizado
de queratina
tedrica).

Especifico Especifico Especifica Variables

¢Cuales son las Determinar las Las caracteristicas del independientes

caracteristicas del caracteristicas del residuo de cabello humano X1.1.1 Sexo

residuo de cabello residuo de cabello deben tener un tamafio X1 =Residuodecabello X1.1 Tipo de X1.1.2 Edad

humano para el humano para el menor a 1 cm, sin humano

proceso de hidrélisis proceso de hidrélisis tratamiento quimico/térmico cabello

generado en las generado en las y de color uniforme los que

peluquerias? peluquerias. son generados en las

peluquerias.

X2.1.1 Ca(OH)2

¢,Cudles  son las Determinar las La hidrélisis alcalina del X2 = Hidrdlisis alcalina X2.1 X2.1.2

mejores condiciones mejores condiciones cabello humano con Caracteristicas del Concentracién

de hidrélisis alcalina de hidrélisis alcalina hidréxido de calcio, al 0.5% hidrolizante.

para la obtenciébn de para la obtencion p/v, 95 °C, 200 RPM por 3 X2.2.1 Temperatura

queratina hidrolizada a queratina a partir del horas de reaccion, logra X2.2 Parametros X2.2.2 Velocidad de

partir del residuo de residuo de cabello obtener queratina de hidrolisis agitacién

cabello humano humano generado hidrolizada con una alcalina X2.2.3 Tiempo de

generado en las

en las peluquerias.

concentracion de proteina

reaccion
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peluquerias?

¢Cudles son las
condiciones de
hidrélisis  enzimatica
gue incrementen la
concentracion de
proteinas de los
hidrolizados alcalinos,
para la obtencién de
queratina a partir del
residuo de cabello
humano generado en
las peluquerias?

Determinar las
condiciones de
hidrélisis

enzimatica que
incrementen la

concentracion de
proteinas de los

hidrolizados
alcalinos, para la
obtencién de

queratina a partir del
residuo de cabello
humano generado
en las peluquerias.

de 5 mg/mL.

La hidrélisis enzimatica con
proteasa al 5% v/v, 40 °C,
200 RPM por 5 horas, logra
incrementar la
concentracion de proteina
de los hidrolizados alcalinos
hasta 10 mg/mL.

X3 = Hidrdlisis
enzimatica

X3.1 Enzima

X3.2 Parametros
de hidrolisis
enzimatica

X3.1.1 Proteasa
X3.1.2
Concentracion

X3.2.1 Temperatura
X3.2.2 Velocidad de
agitacion

X3.2.3 Tiempo de
reaccion
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Anexo 2 — Ficha técnica de residuos de cabello humano

FICHA TECNICA DE RESIDUOS DE VERSION 1
CABELLO HUMANO

PRODUCTO Cabello humano/ Human hair

DESCRIPCION El cabello es una continuacion del cuero cabelludo,
formada por una fibra de queratina y constituido por una
raiz y un tallo. Se forma en un foliculo de la dermis, y
constituye el rasgo caracteristico de la piel delgada fina.

DISPONIBILIDAD Constante
ALMACENAMIENTO Envases con sellado hermético
A temperatura ambiente
Poca luz
PROPIEDADES PARAMETRO VALOR ESTIMADO
FISICOQUIMICAS
% Proteinas 65— 95
% Humedad Hasta 32
% Ceniza 05-0.94
Densidad (g/cc) 1.25-1.30
pH 45-55
CARACTERISTICAS COLOR Oscuro, de preferencia negro
ORGANOLEPTICAS (no canas ni tincién ni
tratamiento quimico o térmico)
FORMA Cony sin rizos
OTRAS LONGITUD <lcm
CARACTERISTICAS
GROSOR Grueso o delgado
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Anexo 3 — Curvas de calibracion en analisis de espectrofotometria

Se presentan las curvas de calibracion de concentracion de muestra patron de

queratina (albumina de suero bovino) vs absorbancia, las cuales fueron usadas en el

método de Lowry para definir la concentracion de cada etapa de las pruebas. Dilucion

20, significa la dilucién en 20 veces el volumen del hidrolizado de queratina obtenida en

cada corrida.

Tabla 25

Curva de calibracion para seleccion de tipo de cabello

X Y
N° Punto Concentracion Absorbancia
(mg/mL)
1 0.05 0.019
2 0.10 0.040
3 0.25 0.100
4 04 0.166
5 0.6 0.243
Ecuacion: Y = X*0.4066
R2=0.9998: Dilucion=20
Tabla 26
Curva de calibracién para seleccion de agente alcalino hidrolizante
X Y
N° Punto Concentracion Absorbancia
(mg/mL)
1 0.05 0.080
2 0.10 0.124
3 0.25 0.255
4 0.4 0.386
5 0.6 0.561

Ecuacion: Y = X*0.8746 + 0.0362
R?=0.9999: Dilucion=20
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Tabla 27

Curva de calibracion para determinar la concentracion de agente alcalino

X Y
N° Punto Concentracion Absorbancia
(mg/mL)
1 0.05 0.035
2 0.10 0.049
3 0.25 0.092
4 0.4 0.136
5 0.6 0.193
Ecuacion: Y = X*0.2870 + 0.0207
R?=0.9999; Dilucion=20
Tabla 28

Curva de calibracion para determinar la velocidad de agitacion

X Y
N° Punto Concentracion Absorbancia
(mg/mL)
1 0.05 0.083
2 0.10 0.120
3 0.25 0.232
4 0.4 0.344
5 0.6 0.494

Ecuacion: Y = X*0.7478 + 0.0453
R?=0.9999: Dilucion=20
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Tabla 29

Curva de calibracion para determinar la temperatura y tiempo de hidrolisis alcalina

X Y
N° Punto Concentracion Absorbancia
(mg/mL)
1 0.05 0.078
2 0.10 0.106
3 0.25 0.187
4 0.4 0.270
5 0.6 0.379
Ecuacion: Y = X*0.5468 + 0.0508
R?=0.9999; Dilucion=20
Tabla 30

Curva de calibracion para determinar la temperatura y concentracion de hidrolisis

enzimatica
X Y
N° Punto Concentracion Absorbancia
(mg/mL)
1 0.05 0.079
2 0.10 0.128
3 0.25 0.275
4 04 0.422
5 0.6 0.617

Ecuacién: Y = X*0.9786 + 0.0301
R?=0.9999: Dilucion=20
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Tabla 31

Curva de calibracion para determinar la temperatura de Ca(OH). y concentracion de

proteasa de la hidrolisis mixta

X Y
N° Punto Concentracién Absorbancia
(mg/mL)
1 0.05 0.100
2 0.10 0.150
3 0.25 0.297
4 0.4 0.444
5 0.6 0.641

Ecuacioén: Y = X*0.9826 + 0.0514
R2=0.9999: Dilucion=20
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Anexo 4 — Curvas de normalidad

A continuacion, se muestran las pruebas de normalidad con Anderson-Darling (p>0.05
para que tenga distribucion normal, por ende, sean paramétricos).

Figura 40

Probabilidad normal de datos en la prueba de seleccion de tipo de cabello.
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Figura 41

Probabilidad normal de datos en la prueba de seleccidén de agente alcalino.
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Figura 42

Probabilidad normal de datos en la prueba de determinacion de concentracion de

agente alcalino

99

95
90

80 -

T0 L ] e

60 | 4
50 e

Porcentaje

30

*
20 .

-4 -2 0 2 4
Concentracion agente alcalino

Figura 43

Probabilidad normal de datos en la prueba de determinacion de velocidad de

agitacion.
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Figura 44

Probabilidad normal de datos en la prueba de determinacion de temperatura y tiempo

de hidrolisis alcalina
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Figura 45

Probabilidad normal de datos en la prueba de obtencion de parametros 6ptimos de
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Figura 46
Probabilidad normal de datos en la prueba de obtencidn de parametros optimos de

hidrolisis mixta (segunda etapa)
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Anexo 5 — Especificaciones y caracterizacion del hidrolizado de queratina

Una vez obtenido el hidrolizado de queratina se procedid a caracterizarlo, a

continuacion, se muestran sus caracteristicas fisicoquimicas.

Tabla 32

Caracteristicas y especificaciones del hidrolizado de queratina

Caracteristicas y especificaciones

Liquido ligeramente viscoso

Apariencia

Concentracién de proteina total 12.11 mg/mL

Color Amarillo

Olor Ligeramente desagradable
(azufrado)

Densidad 0.98 — 1.09 g/mL

pH 6.8-7.2
0 UFC

Andlisis microbiolégico
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